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A : Adénine 
 
AB : Antibiotique(s) 
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ADI : Acide Adipique 
 
ADN : Acide Désoxyribonucléique 
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Aps : Ammonium Persulfate 
 
ARA : L-Arabinose 
 
ARN : Acide Ribonucléique 
 
ARNr : Acide ribonucléique ribosomal 
 
AS : Agar Sang ou Gélose au sang 
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ATCC : American Type Culture Collection 
 
BCYE : Buffered Charcoal Yeast Extract Agar  
 
C : Cytosine 
 
CAP : Acide Caprique 
 
CIP : Ciprofloxacine 
 
CIT : Trisodium Citrate 
 
CLR : Clarithromycine 
 
CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute 
 
CNRL : Centre Nationale de Référence pour les Légionelles 
 
CMI : Concentration(s) Minimale(s) Inhibitrice(s) 
 
CRO : Ceftriaxone 
 
CXM : Céfuroxime 
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DAPI : 4’, 6-Diamidino-2-phénylindol-dihydrochloride monohydrate 
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DGGE :  Denaturant Gradient Gel Electrophoresis ou Electrophorèse sur Gel en Gradient de 
Dénaturation 
 
DMSO : Diméthyle Sulfoxide 
 
E : Erythromycine 
 
EDTA : Ethylène Diamine Tetracétique Acide 
 
erm : gène "erythromycin ribosome methylation" 
 
ESC : Esculine citrate de fer 
 
Fa : Formamide 
 
flaA : gène de la flagelline 
 
FEP : Céfépime 
 
G : Guanine 
 
GEL : Gélatine  
 
GLU : D-Glucose 
 
GNT : Potassium Gluconate 
 
GVPC : Glycine, Vancomycine, Polymyxine, Cycloheximide 
 
HIS : Hybridation in situ 
 
ICM : Institut Cantonal de Microbiologie, Bellinzone, Tessin 
 
IMP : Imipenem 
 
LAM : Leeds Acinetobacter Medium 
 
MAL : D-Maltose 
 
MAN : D-Mannitol 
 
MH : milieu Mueller Hinton 
 
mip : gène "Macrophage infectivity potentiator protein" 
 
MNE : D-Mannose 
 
MLT : Acide Malique 
 
MRSA : Methicillin Resistant Staphylococcus aureus 
 
NA : Acide Nalidixique 
 
NAG : N-acétyl-glucosamine 
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NO3 : Nitrate 
 
NOR : Norfloxacine 
 
OF : Test de l’oxydation et de la fermentation du glucose 
 
OX : Oxydase 
 
P : Pénicilline 
 
PAC : Acide Phénylacétique 
 
pb : paire de bases 
 
PBP : Penicillin Binding Proteins  
 
PCR : Polymerase Chain Reaction ou Réaction de Polymérase en Chaîne 
 
pilE : gène codant pour le pili de type IV 
 
PM : Poids Moléculaire 
 
PNPG : 4-nitrophényl-β-D-galactopyranoside 
 
rrn : opéron de l’ARN ribosomal 
 
SBT : Sequence Based Typing 
 
STEP : Station d’épuration 
 
SYBR : [2-[N-(3-diméthylaminopropyle)-N-propylamino]-4-[2,3-dihydro-3-méthyl-benzo-1,3-
thiazol-2-yl)-méthylidene]-1-phényl-quinolinium] + 
 
T : Thymine 
 
TAE : Tris-Acétate-EDTA 
 
TBE : Tris-Borate-EDTA 
 
TE : Tris-HCl-EDTA 
 
TEMED : Tetraméthyléthylène Diamine 
 
TI : Canton du Tessin 
 
TRIS : Hydroxyméthyle  
 
TRP : L-Tryptophane 
 
TSB : Tryptone Soya Broth 
 
UFC : Unité Formant des Colonies 
 
URE : Urée 
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UV : Ultra Violet 
 
VRSA : Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus 
 
Y : Thymine ou Cytosine 
 
ZH : Zurich 
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1. INTRODUCTION 
1.1 Problématique : de la découverte à l’utilisation 
inconsidérée des antibiotiques 
La première constatation de l’effet inhibiteur de la moisissure Penicillium notatum sur des 
cultures de Staphyloccoccus aureus par Fleming en 1929, puis l’avènement de la forme 
stable de la pénicilline en 1940 par E.B Chain et H.W Florey, ont ouvert la voie à la 
découverte de beaucoup d’autres antibiotiques, tels que les sulfamides, la streptomycine, le 
chloramphénicol, la tétracycline. Des perspectives de traitements, jusqu’alors 
insoupçonnées, ont, ainsi, rapidement émergé et des maladies mortelles comme la 
tuberculose, la diphtérie, la pneumonie, la syphilis, la typhoïde, la scarlatine, le choléra ou 
encore la fièvre jaune ont pu être soignées. Dès lors et jusqu’à nos jours, les progrès de la 
médecine et de la pharmacologie n’ont cessé de donner lieu à la mise sur le marché d’une 
variété de multiples substances antimicrobiennes destinées à traiter les infections. 
 
Malheureusement, en raison d’un usage inadapté et trop souvent inconsidéré de ces 
médicaments, couplé à la capacité d’adaptation des bactéries et aux possibilités de 
transferts génétiques, l’espoir apporté par ces nouvelles substances a fait progressivement 
place à une constatation préoccupante. L’emploi inconsidéré des antibiotiques contribue au 
phénomène de l’émergence et de la dissémination de germes résistants, ainsi qu’à des 
échecs de l’antibiothérapie (figure 1).  
A titre d’exemple, les souches de Staphyloccoccus aureus pratiquement toutes sensibles à 
la pénicilline en 1941, représentent à ce jour une réelle menace thérapeutique. En effet, en 
parallèle à l’introduction et à l’utilisation de la pénicilline, de la méthicilline et plus tard des 
céphalosporines, des souches résistantes à la méthicilline et à tous les antibiotiques de la 
famille des bêta-lactames sont apparues (MRSA) et leur isolement en milieu hospitalier ne 
cesse d’augmenter. Actuellement, un certains nombre de souches MRSA ne sont plus 
sensibles qu’aux antibiotiques glycopeptidiques (vancomycine, téicoplanine). Récemment, 
des souches présentant une résistance intermédiaire à la vancomycine sont apparues 
(VRSA). Les infections dues à ces souches ne peuvent êtres soignées qu’avec des doses 
élevées de vancomycine. 
Un autre exemple inquiétant concerne l’émergence et la propagation de souches multi 
résistantes de Mycobacterium tuberculosis rendant le traitement de la tuberculose difficile, 
parfois même impossible.  
 
Figure 1 : Emergence de bactéries résistantes. Source : Cohen ML (1992). 
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En Suisse, comme dans tous les pays développés, les antibiotiques sont utilisés en 
médecine humaine et vétérinaire, ainsi que dans le domaine agrochimique. 
 
La consommation humaine globale annuelle d’antibiotiques en Suisse est relativement 
constante et atteint des valeurs proches des 40 tonnes par année (Annual Report ; Swiss 
Importers of Antibiotics (TSA) : Berne, Suisse, 1998). Avec une moyenne d’environ 18 
tonnes par an, les antibiotiques de la famille des bêta-lactames, inclus les groupes des 
pénicillines, des céphalosporines, des penems et autres sous-groupes de cette famille sont 
les plus largement utilisés. Suivent les sulfamides (environ 6 tonnes par an), les macrolides 
(environ 4 tonnes par an) et les fluoroquinolones (environ 4 tonnes par an). La 
consommation d’antibiotiques en médecine ambulatoire représente les 60 à 80 % de la 
consommation globale, les 20 à 40 % restants sont utilisés en milieu hospitalier (Göbel et al., 
2005). 
Dans le cadre du programme nationale de recherche sur la résistance aux antibiotiques 
(PNR 49), la consommation d’antibiotiques distribués en médecine ambulatoire pour les 
divers cantons suisses et calculée en nombre de doses journalières pour 1000 habitants a 
été évaluée pour l’année 2002 (graphique 1). 
 
 
 
Graphique 1 :   Consommation d’antibiotiques en Suisse, par canton : définie en nombre de 
doses journalières pour 1000 habitants et par jour pour l’année 2002. 
Source : Filippini et al., (2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le premier recensement systématique des ventes d’antibiotiques à usage vétérinaire en 
Suisse a été effectué en 2004 par Swissmedic, dans le cadre d’une étude internationale sur 
le lien entre l’administration d’antibiotiques aux animaux de rentes et l’apparition chez 
 
 
 
 
18
l’homme de certaines infections causées par des agents pathogènes résistants aux 
antibiotiques, en particulier les Salmonella et les Campylobacter.  
Bien que l’utilisation d’antibiotiques en tant que stimulateurs de croissance ait été interdite en 
Suisse dès 1999, 49 tonnes de médicaments antimicrobiens à usage vétérinaire ont été 
vendus en 2004. Le tableau ci-dessous détaille les quantités des principales classes 
d’antibiotiques vendues (tableau 1). 
 
 
Tableau 1 : Quantités de principes actifs contenus dans les médicaments vétérinaires 
distribués en Suisse en 2004 par les grossistes détaillants. 
Source : Swissmedic, Institut suisse des produits thérapeutiques. 
 
 
Classe des principes 
actifs Quantités (kg) 
En % de la quantité 
totale 
Sulfamidés  22'714.4 46.3 
Tétracyclines 9'284.7 18.9 
Bêta-lactames  7'023.9 14.3 
Macrolides  2'278.9 4.6 
Polymyxines  1'868.8 3.8 
Aminoglycosides  2'371.1 4.8 
Quinolones 417.9 0.9 
Triméthoprime  2'779.0 5.7 
Divers 329.0 0.7 
Quantité totale  49'067.7 100.0 
 
 
 
L’agriculture utilise également des quantités importantes de produits agrochimiques, comme 
des insecticides, des pesticides, des herbicides, des fongicides, des fertilisants et des 
produits vétérinaires, inclus les antibiotiques (Stamm, 2005). 
 
 
 
 
1.2 Voies d’entrée des résidus d’antibiotiques dans 
l’environnement hydrique 
 
L’utilisation commune et à grande échelle des antibiotiques dans les domaines médicaux, 
vétérinaires et en agriculture soulève pour le monde scientifique un nombre important de 
questions sur le devenir et l’effet de ces substances dans l’environnement.  
 
La pharmacocinétique des antibiotiques de la famille des bêta-lactames indique que ces 
derniers sont sécrétés majoritairement dans les urines et sous une forme chimique encore 
active. Cependant, l’hydrolyse chimique rapide du noyau bêta-lactame, caractérisant les 
antibiotiques de cette famille, rend difficile leur détectabilité dans l’environnement aquatique 
(Hirsch et al., 1999).  
Les macrolides, en se liant à la grande sous-unité (50S) du ribosome bactérien, sont des 
inhibiteurs de la synthèse des protéines. L’élimination de ces derniers intervient 
principalement par les voies biliaires. Des études récentes effectuées en Suisse par Alder et 
al. ont permis de détecter des résidus d’érythromycine et de clarithromycine, macrolides 
utilisés en médecine humaine, dans les eaux usées de certaines stations d’épuration et dans 
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les eaux de surface, dans une gamme de valeur comprise entre 5 et 100 ng/l (Alder et al., 
2001). 
Les antibiotiques de la famille des fluoroquinolones, inhibent la réplication de l’ADN par 
inhibition de l’ADN-gyrase (topo-isomérase) bactérienne. Ceux-ci sont éliminés 
principalement par les voies urinaires sous une forme stable et encore active. Les 
concentrations de ciprofloxacine mesurées dans les eaux d’égouts se situent 
approximativement entre 0.25 et 0.37 µg/l (Alder et al., 2001).  
 
Que se soit sous leur forme native ou sous leur forme dérivée, les antibiotiques utilisés en 
médecine vétérinaire, de même que les bactéries résistantes se dispersent dans les champs 
par le biais des excréments. De même, les produits agrochimiques, comme les fertilisants 
(produits vétérinaires pouvant contenir des antibiotiques) finissent par être répandus sur les 
champs par épandage du lisier. La quantité d’antibiotiques apportée de cette façon dans les 
sols agricoles peut atteindre plusieurs centaines de grammes par hectare et par an. Ces 
substances antimicrobiennes d’origine vétérinaire ou agrochimique sont entraînées avec les 
pluies, vers les eaux de surface ou les eaux souterraines (Stamm, 2005 ; Stoob, 2005). 
 
Ainsi, les antibiotiques et les bactéries résistantes aux antibiotiques peuvent atteindre 
l’environnement par le biais des égouts, des stations d’épuration et par l’épandage du lisier 
sur les champs (Ternes 1998). Via ces principales voies d’entrée, ces substances et ces 
micro-organismes peuvent, finalement, atteindre les eaux souterraines et les eaux de 
surface, deux sources hydriques fondamentales pouvant être, soit directement, soit 
indirectement, utilisées pour l’approvisionnement en eau et pour la consommation humaine 
et animale.  
 
 
 
 
1.3 Les antibiotiques  
1.3.1 Les Bêta-Lactames 
Les antibiotiques de la famille des bêta-lactames, se subdivisent en trois sous-familles 
importantes, à savoir la sous-famille des penams, des céphems ou céphalosporines et des 
penems ou carbapénèmes. Les monobactams et les inhibiteurs des β-lactamases 
appartiennent également à cette famille.  
La structure chimique commune aux antibiotiques de cette famille est l’anneau bêta-lactame 
(figure 2). 
 
 
Figure 2 : Anneau bêta-lactame. Source : Duval et Soussy, 1990.  
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Le mécanisme commun d’action anti-bactérienne des antibiotiques de cette famille est fourni 
par leur capacité à inhiber la synthèse de la paroi bactérienne.  
Le peptidoglycane, un mucopeptide spécifique, est l’un des composants essentiels de la 
paroi bactérienne. La synthèse et l’attachement du peptidoglycane à la paroi cellulaire 
bactérienne requièrent de multiples enzymes. Parmi ces enzymes, les PBP (Penicillin 
Binding Proteins), localisées au niveau de la membrane cytoplasmique, sont impliquées 
dans la phase terminale de l’assemblage du peptidoglycane et assurent l’activité essentielle 
de carboxypeptidase, d’endopeptidase ou de transpeptidase. 
Les antibiotiques de la famille des bêta-lactames se fixent sur les PBP transpeptidases et 
inhibent, de ce fait, la transpeptidation et la biosynthèse du peptidoglycane. Les autolysines 
bactériennes sont alors activées et la mort bactérienne survient, accompagnée souvent par 
la lyse cellulaire. 
Les PBP des bactéries sont différentes chez les germes à Gram positif, à Gram négatif et 
chez les bactéries anaérobies. 
Les bêta-lactames sont efficaces uniquement chez les bactéries en phase de croissance 
cellulaire, c’est-à-dire, au moment où la division active des cellules et la biosynthèse de la 
nouvelle paroi cellulaire ont lieu (Piffaretti, 2001). 
 
 
 
1.3.1.1 Penams 
 
La sous-famille des penams comprend le groupe des pénicillines à spectre étroit (pénicilline 
G et V), des méthicillines (méthicilline, oxacilline, cloxacilline, dicloxacilline, flucloxacilline), 
des pénicillines à spectre élargi (ampicilline, amoxicilline, ticarcilline) et enfin le groupe des 
uréidopénicillines (mezlocilline, azlocilline, pipéracilline) (figure 3). 
 
 
 
Figure 3 : Structure chimique de la pénicilline, de l’ampicilline et de l’amoxicilline.  
Source : Duval et Soussy, 1990. 
 
 
 
 
 
 
Les antibiotiques appartenant aux groupes des pénicillines à spectre étroit et des 
méthicillines sont actifs principalement sur les bactéries à Gram positif (Streptococcus, 
Staphylococcus). En revanche, les uréidopénicillines, ainsi que les pénicillines à spectre 
élargi sont actives à la fois contre les bactéries à Gram positif et négatif, notamment 
Pseudomonas aeruginosa et Proteus.  
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1.3.1.2 Céphems ou Céphalosporines 
 
Les céphalosporines sont des bêta-lactames à large spectre isolées du mycète 
Méditerranéen Acremonium. Le noyau chimique de base des céphalosporines est l’acide 7-
aminocéphalosporanique (figure 4). Ce noyau permet plusieurs possibilités de modifications 
de la molécule active, conférant la capacité de varier, à la fois le spectre antibactérien et les 
propriétés pharmacologiques de l’antibiotique.  
 
 
 
Figure 4 : Acide 7-aminocéphalosporanique, noyau de base des céphalosporines et ses 
deux principales possibilités de modifications : R1 affecte le spectre antibactérien, 
R2 les propriétés pharmacologiques. Source : Duval et Soussy, 1990. 
 
 
 
 
 
 
 
A ce jour, on distingue, sur la base de leur spectre d’action, 4 générations de 
céphalosporines comportant divers antibiotiques (tableau 2). 
Les céphalosporines de la 1ère génération sont actives essentiellement contre les coques à 
Gram positif et les bactéries à Gram négatif, à l’exception de nombreuses souches 
d’Enterobacter, de Proteus indol +, de Pseudomonas aeruginosa, de Serratia marcescens. 
Les céphalosporines de la 2ème génération possèdent une activité contre les coques à Gram 
positif semblable ou un peu inférieure à celle des dérivés de la 1ère génération. L’activité 
antibactérienne contre les bactéries à Gram négatif, notamment contre Enterobacter et 
Proteus indole + est, en revanche, supérieure à celle des dérivés de la 1ère génération.  
En comparaison à la 2ème génération de céphalosporines, la 3ème génération possède une 
activité antimicrobienne accrue contre les bactéries à Gram négatif, en particulier contre 
Enterobacter, Proteus indole +, Pseudomonas aeruginosa, et Serratia marcescens. L’activité 
contre les coques à Gram positif est inférieure à celle des dérivés de la 1ère génération.  
Enfin, les dérivés de la 4ème génération se caractérisent par une activité contre les coques à 
Gram positif augmentée et une activité contre les bactéries à Gram négatif demeurant 
excellente (Piffaretti, 2001). 
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Tableau 2 : Exemples d’antibiotiques appartenant aux 4 générations de céphalosporines. 
 
 
1ère génération céfadroxil, céfaloridine, céfalotine, céfapirine, céfazoline, céfradine, céfalexine 
2ème génération céfamandole, céfotiam, céfoxitine, céfuroxime, céfaclor, céfatrizine, céforanide, céfotétan 
3ème génération céfotaxime, ceftriaxone, ceftazidime  
4ème génération  céfépime, cefpirome 
 
 
 
 
1.3.1.3 Penems ou Carbapénèmes  
 
Les dérivés appartenant à la sous-famille des carbapénèmes possèdent un carbone à la 
place du soufre dans le cycle adjacent à l’anneau bêta-lactame (figure 5). La petite taille et la 
structure compacte de ces molécules à action anti-bactérienne leur permettent une traversée 
aisée de la paroi des bactéries à Gram négatif. Parmi les carbapénèmes, on distingue par 
exemple l’imipenem et le meropenem (Piffaretti, 2001). 
 
 
 
Figure 5 :  Noyau carbapénèmes. R : Radical de subsitution.  
Source : Duval et Soussy, 1990. 
 
 
  
 
 
 
 
 
1.3.2 Les Quinolones et les Fluoroquinolones 
Les antibiotiques de la famille des quinolones sont des composés de synthèse dont le 
développement a conduit à deux générations : les quinolones et les fluoroquinolones. La 1ère 
génération comprend, par exemple, l’acide nalidixique et l’acide pipémidique. Ces 
antibiotiques agissent principalement sur les bactéries aérobiques à Gram négatif et ne sont 
utilisés que dans le cas d’infections urinaires. La ciprofloxacine, la norfloxacine, le 
péfloxacine, etc… sont des antibiotiques appartenant à la 2ème génération (figure 6). Les 
fluoroquinolones ont un spectre d’action antibactérien plus large et sont actifs contre les 
bactéries à Gram positif, ainsi que contre Pseudomonas aeruginosa.  
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Les quinolones et les fluoroquinolones agissent par inhibition de la réplication de l’ADN 
bactérien. La gyrase est une enzyme qui contrôle le reploiement et l’enroulement en super 
hélice de l’ADN durant sa réplication. Les antibiotiques de cette famille se lient sur le 
complexe ADN-gyrase et inhibent la fonction de cette enzyme avec comme conséquence 
l’emmêlement de la double hélice durant la réplication des chromosomes bactériens. Ce 
faisant, ils conduisent à la mort bactérienne (Piffaretti, 2001).  
 
 
 
Figure 6 : Structure chimique de l’acide nalidixique, de la ciprofloxacine et de la 
norfloxacine. Source : Duval et Soussy, 1990. 
 
 
 
 
 
 
Les quinolones et les fluoroquinolones représentent, ainsi, une famille importante d’agents 
antimicrobiens largement utilisés contre un spectre varié de maladies infectieuses, aussi 
bien humaines, que animales. La ciprofloxacine, pas exemple, constitue l’antibiotique de 
choix pour le traitement de maladies infectieuses dues à l’anthrax. En Suisse, environ 0.5 
tonnes de fluoroquinolones sont utilisées par année en médecine vétérinaire et 
approximativement 4 tonnes par année par la médecine humaine. Ce dernier chiffre 
substantiel correspond à 15 % des agents antimicrobiens totaux consommés annuellement 
en Suisse par l’homme (Golet et al., 2002). 
Les antibiotiques de cette famille sont sécrétés sous une forme chimique inchangée, stable 
et active et sont parmi les substances antimicrobiennes les plus persistantes dans 
l’environnement (Halling-Sørensen et al., 1998 ; Goñi-Urriza et al., 2000). Des études 
récentes (Alder et al., 2001 ; Golet et al., 2001) ont montré la persistance de la ciprofloxacine 
et de la norfloxacine dans les effluents des stations d’épuration suisses, signe d’une 
décharge continuelle des ces agents antimicrobiens dans les eaux de surface. Bien que la 
mesure de détection de ces substances pharmaceutiques dans les effluents des stations 
d’épuration, dans les rivières et dans les eaux souterraines soit de l’ordre du 
microgrammes/litre et du nanogrammes/litre, un effet environnemental sur le développement 
de résistance antimicrobienne est concevable. 
 
 
 
 
1.3.3 Les Macrolides 
Les macrolides sont des antibiotiques lipophiles constitués par un noyau central lactonique 
composé de 12 à 16 atomes de carbone. Des sucres sont fixés sur cette structure (figure 7). 
Le pouvoir anti-microbien des macrolides est assuré par la capacité de ces antibiotiques de 
se lier, de façon réversible, à la sous-unité 50S des ribosomes, au site P. Ce faisant, ils 
Acide Nalidixique Ciprofloxacine Norfloxacine 
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inhibent la transpeptidation et la translocation, et perturbent la synthèse des protéines 
bactériennes et donc la division cellulaire.  
 
Les antibiotiques de la famille des macrolides sont bactériostatiques. Ils sont généralement 
actifs contre les bactéries à Gram positif, principalement les pneumocoques et les 
streptocoques, ainsi que contre certains germes à Gram négatif, à savoir Campylobacter 
jejunii. Leur activité contre les mycoplasmes, les Chlamydia et les Legionella a été 
démontrée. 
 
Leur administration est essentiellement orale. Ils sont peu ou pas toxiques. L’effet indésirable 
le plus souvent relaté est une intolérance gastro-intestinale survenant principalement lors 
d’administration d’érythromycine, ceci limite l’utilisation de cet antibiotique chez les enfants.  
La clarithromycine, l’azithromycine et la roxithromycine sont d’autres macrolides 
fréquemment employés en médecine humaine (Piffaretti, 2001). 
 
 
 
Figure 7 : Structure chimique des macrolides. Cercle : groupe lactone.  
Source : Duval et Soussy, 1990. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.4 Les bactéries considérées : Aeromonas, Acinetobacter et 
Legionella  
1.4.1 Genre Aeromonas 
Les bactéries du genre Aeromonas sont des habitants naturels des sols et des milieux 
hydriques et peuvent être considérées comme faisant partie de la flore autochtone des 
rivières (Holmes et al., 1996 ; Goñi-Urriza et al., 2000a). 
 
Ces 30 dernières années, ces micro-organismes ont émergé comme pathogènes 
opportunistes responsables principalement de gastro-entérites, de péritonites, de 
septicémies, d’infections des plaies et des tissus mous, ainsi que d’une variété d’autres 
symptômes cliniques chez les patients immunodéprimés (Janda et Abbott, 1998 ; Goñi-
Urriza et al., 2000a). En milieu hospitalier, ils sont, ainsi, fréquemment isolés à partir 
Groupe lactone
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d’échantillons de selles, de sang, de fluides ascitiques, de suintement des blessures et de 
pus (Ko et al., 1998). Certaines espèces du genre Aeromonas, comprenant par exemple 
l’espèce hydrophila, salmonicida, trota, bestiarum, popoffii, sont connues initialement comme 
pathogènes pour les animaux aquatiques (poissons, amphibiens, reptiles aquatiques) et 
terrestres (chats, chiens, chevaux, singes, souris, poules et oiseaux de compagnie). Leur 
isolement en milieu vétérinaire est, de ce fait, également fréquent (Son et al., 1997 ; Kämpfer 
et al., 1999).  
 
Les Aeromonas pouvant être pathogènes, pathogènes potentiels ou encore commensales 
peuvent, de par leurs caractéristiques écologiques, être étudiés dans différents domaines 
incorporant l’humain et l’animale, ainsi que dans les domaines alimentaires et hydriques, 
inclus l’eau potable. Leur large diffusion a comme conséquence leur exposition probable à la 
pression de sélection exercée par les antibiotiques et ceci aussi bien dans les domaines 
regroupant la médecine vétérinaire et humaine, que dans les eaux de surface. 
 
Une étude effectuée en 1998 au Chili relate de le présence de gènes de résistance aux 
antibiotiques, notamment à la carbenicilline, à l’érythromycine, à la streptomycine, à la 
céfradine, ainsi qu’aux métaux lourds (cadmium) chez nombreuses souches d’Aeromonas 
isolées des eaux destinées à la consommation, à l’irrigation et de l’eau recevant les égouts 
(Miranda et Castillo, 1998). 
De plus, la résistance aux antibiotiques chez les souches à l’origine d’infections 
nosocomiales représente une menace potentielle croissante (Ko et al., 1996 ; Ko et al., 
1998). Trois β-lactamases chromosomiques inductibles, à savoir une céphalosporinase, une 
pénicillinase et une enzyme possédant une activité carbapénèmase ont été identifiées chez 
les Aeromonas sp. (Walsh et al., 1995). L’expression des gènes codant pour ces trois 
différentes β-lactamases est coordonnée par un système régulateur commun (Alksne et 
Rasmussen, 1997). Des mutants de dérepression, exprimant de façon constitutive les β-
lactamases, ont pu être obtenus in vitro pour les espèces A. hydrophila, A. veronii et A 
caviae (Walsh et al., 1997). 
 
Les antibiotiques appartenant à la famille des quinolones et des fluoroquinolones 
représentent les substances thérapeutiques recommandées pour soigner les infections extra 
intestinales de patients adultes causées par les membres du genre Aeromonas (Overman et 
Janda, 1999 ; Goñi-Urriza et al., 2002). Cependant, des mutations dans l’enzyme gyrase 
(gyrA), engendrant la résistance à certains antibiotiques de cette famille, ont été mises en 
évidence chez l’espèce pathogène pour les poissons Aeromonas salmonicida (Oppergaard 
et Sorum, 1994). 
 
 
 
 
1.4.2 Genre Acinetobacter 
Comme pour les Aeromonas spp., les Acinetobacter spp. sont largement distribués dans 
l’environnement hydrique et terrestre. Ils peuvent, ainsi, être isolés aussi bien des sols, des 
eaux de surface et des eaux usées. Ils peuvent également être présents sur la peau et dans 
le tractus gastro-intestinal, génital et respiratoire d’individus sains (Berlau et al., 1999).  
 
Ces 30 dernières années, dans les pays développés, le contrôle des infections acquises en 
milieu hospitalier provoquées par des bâtonnets à Gram négatif multi résistants s’est avéré 
être une nécessité d’importance toute particulière. Depuis 1970 en effet, l’augmentation de 
l’incidence d’infections nosocomiales dues aux membres de la famille des 
Enterobacteriaceae a conduit à l’introduction d’antibiotiques à spectre plus large. 
Malheureusement, l’utilisation thérapeutique de ces antibiotiques a engendré une 
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augmentation subséquente de bâtonnets à Gram négatif strictement aérobiques résistants 
comprenant, notamment, Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas (Xanthomonas) 
maltophilia et Acinetobacter spp. (Bergogne-Bérézin et Towner, 1996). 
 
Parmi ces pathogènes opportunistes dit ″ émergents ″, les Acinetobacter spp. sont 
particulièrement reconnus pour jouer un rôle signifiant dans la colonisation et l’infection de 
patients admis en milieu hospitalier. Nombreuses complications cliniques, affectant 
spécialement les patients immunodéprimés, telles que pneumonies nosocomiales, 
septicémies, infections des voies urinaires, infections des plaies et méningites sont, par 
exemple, provoquées par l’espèce Acinetobacter baumannii (Bou et al., 2000a). 
Acinetobacter lwoffii est, en particulier, responsable de la plupart des cas de méningites à 
Acinetobacter.  
 
A cause de la facilité par laquelle ces bactéries développent des résistances à nombreuses 
familles d’antibiotiques, comme par exemple les bêta-lactames, les aminoglycosides et les 
fluoroquinolones, les traitements antimicrobiens de ces infections sont fréquemment 
compromis, engendrant pour les cliniciens de véritables difficultés thérapeutiques (Shi et al., 
1996 ; Berlau et al., 1999 ; Bergogne-Bérézin et Towner, 1996 ; Bou et al., 2000a; Koeleman 
et al., 2001).  
 
La résistance aux bêta-lactames chez les Acinetobacter spp. est généralement associée à la 
production de β-lactamases, comme les enzymes chromosomiques ou plasmidiques à 
spectre étroit largement répandues TEM-1, TEM-2 et CARB-5, conférant un niveau élevé de 
résistance aux pénicillines et un faible taux de résistance aux antibiotiques de la 1ère 
génération de céphalosporines (Joly-Guillo et al., 1988 ; Vila et al., 1993 ; Bergogne-Bérézin 
et Towner, 1996). 
La production de β-lactamases à large spectre (ESBL) représente probablement un des 
problèmes majeurs des mécanismes de résistance aux pénicillines et aux céphalosporines. 
Les enzymes ESBL sont généralement portées par des plasmides. Elles sont capables 
d’hydrolyser et d’inactiver une large variété de bêta-lactames, inclus les 3èmes générations de 
céphalosporines, les pénicillines et l’aztréonam (monobactam). Chez les Acinetobacter spp., 
la plupart de ces enzymes à large spectre sont le résultat de mutations par altération des 
propriétés hydrolytiques des enzymes à spectre étroit TEM-1, TEM-1 et SHV-I (Poirel et al., 
1999). L’utilisation étendue des céphalosporines de 3ème génération, ainsi que de 
l’aztréonam est supposée être la cause majeure de ces mutations qui ont conduit à la 
production d’ESBL (Chaudhry et Aggarwal, 2004). 
 
La présence d’autres β-lactamases à large spectre, comme PER-1, ARI-1 et ARI-2, OXA-24, 
conférant notamment la résistance à l’imipenem a été détectée chez certaines espèces 
cliniques d’Acinetobacter (Brown et al., 1998 ; Hornstein et al., 1997 ; Paton et al., 1993 ; 
Bou et al., 2000a). 
D’autres mécanismes, enfin, faisant intervenir une diminution de la perméabilité de la 
membrane externe, ainsi que des altérations affectant l’affinité des bêta-lacatmes aux PBP, 
peuvent également être responsables de la résistance aux antibiotiques de cette famille (Bou 
et al., 2000b). 
 
Une des solutions apportée par l’antibiothérapie pour contrer le problème des bactéries 
productrices de β-lactamases consiste à adjoindre à l’antibiotique de la famille des bêta-
lactames un inhibiteur de ces enzymes. L’acide clavulanique, le tazobactam et le sulbactam 
par exemple, sont de tels inhibiteurs. Leur activité antibactérienne propre est relativement 
faible. Cependant, en inhibant de façon irréversible les β-lactamases bactériennes, ils 
permettent à l’antibiotique associé d’agir. Ces associations comprennent par exemple 
l’amoxicilline + acide clavulanique, ticarcilline + acide clavulanique, ampicilline + sulbactam, 
pipéracilline + tazobactam. 
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La capacité d’une souche d’Acinetobacter sp. d’intégrer des fragments de gènes, provenant 
de cellules bactériennes détériorées, par transfert naturel intra et inter espèces a été 
investiguée (Nielsen et al., 2000a). Une souche d’Acinetobacter sensible à la kanamycine 
s’est ainsi avérée capable d’intégrer efficacement par recombinaison, des gènes de 
résistance à cet antibiotique provenant de souches d’Acinetobacter spp., de Pseudomonas 
fluorescens et de Burkholderia capacia. La transformation naturelle fourni, ainsi, aux 
bactéries de ce genre, un mécanisme efficace d’accès à des informations génétiques 
provenant de différentes espèces bactériennes présentes dans l’environnement. Récemment 
encore, une étude menée sur 48 souches cliniques d’Acinetobacter a démontré la présence 
d’intégrons et de plasmides, respectivement dans 50 % et 48 % des isolats analysés. Dans 
cette étude, les souches épidémiques d’Acinetobacter baumannii se sont avérées héberger 
un nombre significativement plus élevé d’intégrons en rapport aux souches non 
épidémiques. De plus, la présence d’intégrons a pu être corrélée à la résistance simultanée 
à divers antibiotiques (Koeleman et al., 2001). 
 
La présence ubiquitaire des Acinetobacter dans l’environnement, de même que l’habilité 
remarquable des membres de ce genre bactérien à développer des mécanismes de 
résistances aux agents antimicrobiens font de ces micro-organismes des modèles idéals 
pour le monitorage de la résistance aux antibiotiques dans l’environnement.  
 
 
 
 
1.4.3 Genre Legionella  
Le genre Legionella, comprend, actuellement, 59 espèces identifiées, les milieux hydriques, 
inclus les rivières, les lacs et les cours d’eau en général, constituent leur environnement 
naturel (Office fédérale de la Santé Publique, 2005). Les nouvelles utilisations de l’eau ont 
fourni autant de réservoirs permettant leur développement et leur survie. Elles peuvent, ainsi, 
être retrouvées dans les réseaux de distribution de l’eau potable, les douches, les piscines, 
les bains thermaux, les systèmes d’air conditionnée et les tours de refroidissement. Les 
Légionelles sont des agents infectieux intracellulaires facultatifs. Que se soit dans 
l’environnement ou chez l’homme qu’elles infectent, elles possèdent la capacité de vivre en 
association et de se multiplier dans les cellules eucaryotes (protozoaires, amibes, 
macrophages, monocytes, cellules alvéolaires épithéliales). Dans l’environnement, cette 
interaction hôte - parasite semble être une étape cruciale pour la pathogénicité des 
Légionelles (Kwaik et al., 1998). 
 
Certaines parmi ces espèces, en particulier Legionella pneumophila, peuvent engendrer de 
sévères pneumopathies pouvant affecter l’homme par inhalation d’aérosols ou de 
gouttelettes contaminées. Un cas d’infection pulmonaire à issue fatale a été, cependant, 
décrit chez un veau en Italie (Fabbi et al., 1998). 
Ces pneumopathies peuvent se manifester principalement sous trois formes cliniques 
distinctes, à savoir la maladie du Légionnaire, la fièvre de Pontiac et par des manifestations 
extra pulmonaires.  
La maladie du Légionnaire ou pneumopathie à Legionella est une infection rare, mais grave 
dont l’incubation peut durer entre 2 et 10 jours. Elle se manifeste par un état grippal initial 
avec fièvre et toux sèche. L’évolution de la maladie fait apparaître un tableau clinique sévère 
comprenant une température élevée, des malaises et des douleurs abdominales, parfois 
accompagnées de troubles psychiques. Des complications mortelles, comme une 
insuffisance respiratoire ou rénale, surviennent dans environ 15 % des cas.  
La fièvre de Pontiac est une infection bénigne, le plus souvent inapparente, dont l’incubation 
dure de 3 à 5 jours. Elle se traduit par des symptômes grippaux, sans atteintes pulmonaires, 
guérissant spontanément dans les 2 à 5 jours. 
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Parmi les espèces identifiées à ce jour, la Legionella pneumophila est la plus couramment 
isolée en pathologie humaine. Les serogroupes les plus représentés sont le serogroupe 1 
(70 à 90 % des cas) et les serogroupes 4 et 6 (Jacquérioz et al., 1997).  
 
Une compétence naturelle conférant aux souches de Legionella l’aptitude d’incorporer par 
transformation de l’ADN isogène chromosomique ou plasmidique a été mise en évidence 
(Stone et Kwaik, 1999). De même, le transfert de plasmides par conjugaison entre souches 
de Legionella, ainsi que le transfert de plasmides de souches de Legionella donneuses vers 
des souches d’E.coli réceptrices ont pu être obtenus en laboratoire, lors d’études menées 
sur le système de virulence altérant la fusion phagosome – lysosome (Vogel et al., 1998). 
Ces deux constations soulèvent la question de la capacité éventuelle de transfert de gènes 
de résistance aux antibiotiques entre souches environnementales et pathogènes de 
Legionella ou encore entre souches de Legionella et autres micro-organismes (entérocoques 
et Klebsiella) à l’intérieur du corps humain.  
 
Les bactéries du genre Legionella possèdent une résistance constitutive aux antibiotiques de 
la famille des bêta-lactames. La première β-lactamase des Légionelles, exerçant 
principalement son activité contre les céphalosporines, a été décrite pour la première fois en 
1979 (Fu et Neu, 1979). Cette enzyme peut-être retrouvée aussi bien chez les espèces 
pneumophila que chez d’autres espèces (L. bozemanii, L. dumoffii, L. gormanii) (Marre et al., 
1982). Le gène codant pour la résistance aux bêta-lactames a récemment été cloné (Boschi 
et al., 2000). La β-lactamase de l’espèce L. gormanii appartient au groupe des metallo-β-
lactamases non inhibées par l’acide clavulanique (β-lactamase du groupe 3 ou β-lactamase 
de la classe B) (Bush et al., 1995). 
De ce fait, avant l’apparition des nouveaux macrolides, le premier antibiotique de choix pour 
le traitement de la maladie du Légionnaire a été l’érythromycine. L’activité d’autres 
antibiotiques, comme l’azithromycine, la clarithromycine, la lévofloxacine et l’ofloxacine a été 
testée (Garcouin et al., 2002 ; Sabria et al., 2005). 
La première résistance à l’érythromycine chez les Legionellaceae a été décrite en 2000 
(Nielsen et al., 2000b).  
 
 
 
 
 
1.5 Les intégrons 
Divers déterminants génétiques peuvent être la cause du phénotype de résistance mis en 
évidence par les tests d’antibiose chez les souches d’Aeromonas et d’Acinetobacter isolées 
des divers environnements.  
Les intégrons, de part leur capacité à reconnaître et à capturer des éléments génétiques 
mobiles, semblent jouer un rôle important dans la dissémination et la dispersion de 
résistances chez les bactéries à Gram négatif (Riccio et al., 2000 ; Schmidt et al., 2001 ; 
Poirel et Nordmann, 2002). 
 
Le transfert horizontal de gènes par transformation et l’incorporation de gènes exogènes par 
recombinaison représentent des mécanismes importants permettant l’évolution et 
l’adaptation des bactéries aux conditions changeantes de l’environnement. Des études 
moléculaires ont montré que nombreux gènes chromosomiques bactériens présentant un 
pattern mosaïque, sembleraient être le résultat de recombinaisons d’ADN de sources 
hétérogènes (Guttman et Dykhuizen, 1994 ; Kapur et al., 1995). 
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Nombreux gènes de résistance aux antibiotiques trouvés chez des isolats bactériens à Gram 
négatif d’origine clinique sont connus pour être localisés dans des structures génétiques 
appelées intégrons. Ces gènes de résistance sont contenus dans des éléments génétiques 
mobiles nommés cassettes et intégrées à des sites spécifiques de recombinaisons dans les 
intégrons (Brown et al., 1996). 
 
Les intégrons sont des éléments génétiques mobiles, capables de reconnaître, d’intégrer et 
d’exprimer des gènes d’origine exogène contenus dans des structures dites cassettes. 
Les intégrons possèdent deux segments conservés, séparés par une région variable, 
capable d’inclure des gènes de résistance ou d’autres gènes cassettes. Les composants 
essentiels d’un intégron se trouvent principalement dans la région 5’ conservée. Cette région 
inclue le gène de l’intégrase intI, catalysant la recombinaison de gènes à un site spécifique, 
une séquence nucléotidique spécifique (attI) adjacente au gène intI, reconnue par l’intégrase 
et agissant comme récepteur pour les gènes cassettes et enfin une région promotrice P, à 
partir de laquelle les gènes cassettes sont exprimés (Lévesque et al., 1995 ; Hall et Collis, 
1995 ; Rosser et Young, 1999). 
La région 3’ conservée contient les gènes qacE∆1 et sul1, ainsi que l’opéron orf5. Le gène 
qacE∆1 code pour la résistance à l’éthidium bromide et à l’ammonium quaternaire, le gène 
sul1 code pour la résistance aux sulfamides (figure 8). 
 
 
 
Figure 8 :  Structure générale des intégrons de classe 1. Le carré noir rayé représente une 
cassette intégrée. 
Source : Lévesque et al., 1995. 
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Les gènes cassettes ne sont pas obligatoirement partie intégrante de l'intégron, mais le 
deviennent une fois incorporés (Fluit et Schmitz, 2004). A l’état libre, les gènes cassettes 
sont des éléments génétiques circulaires et non réplicatifs. Une fois incorporés, soit dans les 
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chromosomes, soit dans les plasmides bactériens, ils deviennent des séquences linéaires 
faisant partie intégrante de la molécule d’ADN. Les gènes cassettes contiennent 
normalement un gène (de 500 à 1000 pb) unique et une courte séquence additionnelle de 59 
pb (59-be ; attC) fonctionnant comme site spécifique de recombinaison (Bennett, 1999). En 
revanche, un intégron peut contenir plusieurs gènes cassettes. 
 
Les intégrons peuvent être divisés en deux groupes majeurs : les intégrons de résistance et 
les super intégrons.  
Comme leur nom l’indique, les intégrons de résistance portent des gènes cassettes codant 
pour la résistance aux antibiotiques et aux désinfectants et peuvent être localisés aussi bien 
sur les plasmides, que sur les chromosomes bactériens. Nombreux gènes de résistance, d’ 
isolats bactériens à Gram négatif d’origine clinique, peuvent être codés par des gènes 
cassettes. Ces gènes, par exemple, peuvent conférer la résistance aux aminoglycosides 
(streptomycine et spectinomycine), à certains bêta-lactames, aux chloramphénicols et aux 
triméthoprimes, ainsi que la résistance aux antiseptiques et aux désinfectants (Bennett, 
1999).  
Le groupes des supers intégrons sont composés d’intégrons localisés sur le chromosome et 
contiennent des gènes cassettes aux fonctions multiples, plus larges que la résistance aux 
antibiotiques ou aux désinfectants (Fluit et Schmitz, 2004). 
 
Actuellement, 3 classes d’intégrons de résistance et 1 classe de supers intégrons ont été 
décrites, chacune codant pour une intégrase spécifique (Guerra et al., 2000, Lévesque et al., 
1995).  
Les intégrons de classes 1 (figure 9) ont été décrits dans de nombreux genres bactériens à 
Gram négatif et représentent la majorité des intégrons reportés dans les isolats cliniques 
(Brown et al., 1996 ; Rosser et Young 1999). Ils jouent un rôle important dans la 
dissémination de gènes de résistance aux antibiotiques et représentent un problème 
croissant dans le traitement des maladies infectieuses (Lévesque et al., 1995).  
 
 
 
Figure 9 : Schéma général de l’arrangement d’un intégron de classe 1. 
Source : Lévesque et al., 1995. 
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1.6 Analyse qualitative et quantitative des populations 
bactériennes 
1.6.1 Hybridation in situ 
L’hybridation in situ (HIS) est une technique moléculaire qui permet l’identification, la 
détection, le dénombrement ou encore la localisation et la détermination morphologique de 
cellules intactes, directement à partir de leur habitat naturel (échantillons d’eau, de sols, de 
boues activées des stations d’épuration, coupes histologiques d’organes, etc…). Cette 
méthode moléculaire d’analyse fourni, ainsi, un outil précieux pour la compréhension des 
structures et des fonctions remplies par les différents groupes bactériens présents à 
l’intérieure d’une même communauté microbienne complexe (Mudaly et al., 2001 ; Tonolla et 
al., 1999). 
Ainsi, par l’application de cette méthode, des micro-organismes qui ne peuvent se multiplier 
in vitro, qui requièrent des conditions sophistiquées de culture ou un temps d’incubation 
prolongé peuvent être caractérisés et leur rôle mieux défini (Amann et al., 1995 ; Ieven, 
1998 ; Tonolla et al., 2000). 
 
Le principe de base de cette identification in situ repose sur la détection d’une séquence 
spécifique d’acides nucléiques bactériens après hybridation avec une séquence 
complémentaire d’ADN ou d’ARN marquée, appelée sonde oligonucléotidique. L’élément de 
marquage peut être, par exemple, une enzyme, un radio-isotope, un substrat antigénique ou 
un fluorochrome spécifique (Ieven, 1998). 
 
Afin que le signal soit suffisamment fort pour permettre la visualisation in situ des cellules 
procaryotes, il est nécessaire que les molécules ciblées par la sonde oligonucléotidique 
marquée soient présentes de façon abondante dans chacune des cellules. Le 16S ARNr 
bactérien, molécule contenue dans les ribosomes, eux-mêmes présents en nombreuses 
copies, représente, ainsi, une des cibles idéales pour l’HIS. Le marquage de ce dernier 
permet une visualisation optimale des cellules ciblées (Muyzer et Ramsing, 1995 ; Amann et 
Kuehl, 1998). 
 
Les sondes oligonucléotidiques utilisées peuvent être élaborées de manière à cibler 
certaines régions des taxons que l’on désire étudier. Il existe ainsi des sondes différentes 
pour les domaines taxinomiques les plus élevés (Archae, Eubactéries et Eucaryotes), pour 
les divers groupes fonctionnels, ainsi que pour les différents genres et espèces (Stahl et 
Amann, 1991). 
 
 
 
 
1.6.2 DGGE 
La DGGE ou électrophorèse sur gel en gradient de dénaturation est une approche 
moléculaire utile et largement employée en écologie microbienne. Elle permet de détecter 
des différences dans le comportement de dénaturation de courts fragments d’ADN (200-700 
pb) variants entre eux par la substitution d’une simple paire de base (Helms, 1990).  
Cette technique représente, ainsi, un outil efficace pour étudier la structure et la diversité 
génétique d’une population complexe de micro-organismes et d’observer les changements 
éventuels d’une communauté microbienne soumise à des conditions environnementales 
variables. Le fonctionnement d’un écosystème complexe, comme peuvent l’être, par 
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exemple, les bactéries des sédiments, du sol, de la rhizosphère, ou d’une colonne d’eau 
peut par ce moyen être investigué. 
Les boues activées de la phase biologique de traitement des eaux usées des stations 
d’épuration représentent un exemple d’écosystème complexe regroupant diverses 
populations microbiennes et pouvant être étudiées par cette approche. 
 
Dans l’approche moléculaire mettant à profit la DGGE, l’extraction de l’ADN totale représente 
la première étape pour la caractérisation des communautés bactériennes présentes dans un 
échantillon environnemental à analyser. A partir de l’ADN génomique, des fragments de 
gènes de 200 à 700 pb codant pour le 16S ARNr sont amplifiés par la réaction de 
polymérase en chaîne (PCR et / ou nested-PCR). La séparation par migration sur un gel 
d’agarose conventionnel de l’amplicon obtenu, ayant approximativement le même nombre de 
paire de base, résulte en la visualisation d’une bande unique, largement non descriptive de 
la population mixte amplifiée. 
La technique de l’électrophorèse sur gel en gradient de dénaturation (DGGE) fourni, avant le 
clonage même, le moyen de séparer les bandes mixtes du produit PCR. 
En effet, la DGGE met à profit la caractéristique de l’ADN à avoir, sous certaines conditions 
chimiques ou physiques, des seuils de dénaturation différents en fonction de la composition 
en base de la séquence amplifiée. D’une manière générale, les paramètres physico-
chimiques pouvant influencer les seuils de dénaturation de l’ADN sont, par exemple, la 
température et la concentration d’urée et de formamide. 
 
Lors de l’électrophorèse, les amplicons vont initialement progresser dans le gel en fonction 
de leur poids moléculaire. Cependant, au fur et à mesure de leur migration sur gel de 
polyacrylamide en gradient de dénaturation, les produits PCR vont rencontrer des 
concentrations croissantes des agents chimiques dénaturants (urée et formamide) 
correspondant, en fonction de leur séquence, à leurs seuils de dénaturation. La double 
hélice d’ADN des produits PCR, contenant dans leur séquence les domaines ayant les 
points de dénaturation les plus bas, (séquence riche en liaisons Adénine-Thymine) va, ainsi, 
commencer à se séparer. Parallèlement à l’ouverture de la double hélice la migration dans le 
gel de polyacrilamide va ralentir.  
Ainsi, en fonction de leur composition en paires de bases, les différents amplicons vont 
arrêter leur migration à la hauteur du gel correspondant à leurs seuils de dénaturation. Après 
électrophorèse, un profil moléculaire représentatif, en théorie, des membres génétiquement 
distincts composant la communauté microbienne de l’échantillon, va ainsi pouvoir être 
visualisé et analysé. 
Chaque profil moléculaire obtenu peut être conservé et utilisé pour déterminer, par exemple, 
les similitudes ou les différences dans une structure microbienne donnée, provenant soit 
d’échantillons différents, soit encore d’échantillons identiques ayant subi des traitements 
différents. 
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1.7 Objectifs de recherche 
L’objectif de ce travail a été d’évaluer, à l’aide d’outils empruntés à la bactériologie classique 
et à la microbiologie moléculaire, si la présence, l’émergence et la persistance de bactéries 
résistantes dans l’environnement hydrique sont dues aux faibles concentrations 
d’antibiotiques contaminant l’eau, à une autre pression de sélection non due aux 
antibiotiques ou à la stabilité des gènes de résistances et aux éléments de transferts 
génétiques. De part leur large distribution dans l’environnement aquatique, ainsi qu’à cause 
de leurs propriétés pathogènes pour l’homme et l’animal, les bactéries appartenant aux 
genres Aeromonas, Acinetobacter et Legionella ont été choisies pour l’évaluation 
phénotypique de la résistance dans les divers milieux hydriques contenant des 
concentrations différentes d’antibiotiques. Les antibiotiques déterminés dans 
l’environnement, ainsi qu’utilisés en laboratoire, appartiennent aux familles des bêta-
lactames, des quinolones et des fluoroquinolones et aux macrolides, à savoir trois familles 
largement utilisées en médecine humaine.  
Le rôle joué par l’eau, comme niche écologique, où la pression de sélection exercée par les 
résidus d’antibiotiques peut agir sur la sélection et la diffusion de bactéries résistantes a été 
évalué et les risques liés à la santé humaine étudiés.  
 
 
 
 
1.7.1 Evaluation phénotypique de la résistance dans les divers 
milieux hydriques 
Le premier plan de recherche a été la détermination du profil de résistance à divers 
antibiotiques de souches d’Aeromonas d’Acinetobacter et de Legionella isolées des 
différents milieux aquatiques.  
Les divers lieux d’échantillonnage ont été choisis de manière à retracer le circuit hydrique 
des résidus d’antibiotiques et des bactéries véhiculées par l’eau, à partir des lieux les plus 
contaminés (eaux usées des hôpitaux), vers les environnements naturels (les rivières et les 
lacs). 
 
Les points des prélèvements effectués au Tessin comprennent les eaux usées des hôpitaux 
Civico et Italiano de la ville de Lugano, la station d’épuration de Bioggio, le fleuve Vedeggio 
recevant les eaux assainies de la station d’épuration de Bioggio et enfin le Lac Ceresio en 
deux points distincts de prélèvement, à savoir Figino et Barbengo (figure 10). La localité de 
Figino se trouve à environ 6,5 km à vol d’oiseau de l’entrée du fleuve Vedeggio. 
L’échantillonnage de l’eau du lac bordant cette localité a été effectué à 200 m de la rive et à 
une profondeur d’environ 40 m, où une température équivalente à la température du fleuve 
Vedeggio a été mesurée (16°C). La localité de Barbengo, située en aval de Figino, 
correspondant au lieu de captation de l’eau potable qui alimente une partie de la ville de 
Lugano, y compris l’habitation choisie pour effectuer le prélèvement de l’eau du robinet.  
Le prélèvement à ce site a été effectué à l’endroit précis où advient la captation, soit à 200 m 
de la rive et à 40 m de profondeur. 
 
La station d’épuration de Bioggio récoltent les eaux à assainir de 120 000 équivalent 
habitants (source : Consorzio Depurazione Acque Lugano e Dintorni, Mulini di Bioggio, 
Muzzano). 
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Figure 10 : Points des prélèvements hydriques effectués au Tessin. 
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Les autres points des prélèvements effectués au Tessin englobent les eaux usées à l’entrée 
de la station d’épuration de Airolo, les boues activées de la station d’épuration de Airolo, les 
eaux assainies sortant de cette station, le fleuve Ticino, avant et après la station d’épuration 
de Airolo, le Lac de Cadagno et une petite rivière de montagne exutoire du Lac de Cadagno, 
ces deux derniers situés dans le Val Piora. 
 
La station d’épuration de Airolo récolte les eaux usées de la région montagneuse alentour. 
Cette région est dépourvue d’hôpitaux, et englobe, à ce jour, 1734 habitants (source : 
Commune de Airolo). Le Val Piora est une vallée protégée et non contaminée de 23.3 km2 
située au sud du massif du Saint-Gothard à une altitude comprise entre 2000 et 2200 m 
environ. 
Ainsi, et en comparaison aux lieux échantillonnés dans le sud du Tessin, les points des 
prélèvements choisis pour le nord du Tessin sont caractérisés par un type et un degré de 
pollution différents. 
 
Enfin, les eaux usées de l’hôpital Universitaire de Zurich ont également été analysées en vue 
d’une comparaison entre deux cantons suisses, ayant une consommation d’antibiotiques 
différente (graphique 1). 
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1.7.2 Induction de résistances in vitro et in situ 
 
Plus d’attention doit être apportée au rôle éventuel joué par les basses concentrations 
d’antibiotiques mesurables dans l’environnement hydrique sur la sélection de populations, 
qui sans être réellement résistantes, persistent sous l’effet de la faible pression de sélection. 
 
Le deuxième plan de recherche a, ainsi, pour objectif de vérifier si les résidus hydriques 
d’antibiotiques détectés dans les eaux usées des hôpitaux et dans les stations d’épuration 
pourraient induire une résistance ou sélectionner une sous-population bactérienne qui 
montrerait une modification sensible de la CMI vers la résistance. 
 
En laboratoire, l’effet d’une basse concentration d’un antibiotique unique, ainsi que d’un 
mélange de plusieurs inducteurs antimicrobiens a été évalué sur des souches cliniques et 
environnementales d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella, suite à l’exposition in 
vitro à des concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine pouvant être 
mesurées dans les eaux usées des hôpitau. 
 
Enfin, l’utilisation d’un bio réacteur, modèle dynamique simulant la phase biologique des 
stations d’épuration, a permis d’évaluer in situ, l’effet d’un mélange de ceftriaxone, de 
ciprofloxacine et d’érythromycine sur la persistance et sur le phénotype de résistance des 
populations d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella naturellement présentes dans ce 
milieu.  
 
 
 
 
1.7.3 Caractérisation génétique de la résistance 
 
L’interaction et le transfert d’éléments génétiques mobiles ont largement été étudiés dans les 
isolats bactériens d’origine clinique. Il est, cependant, évident que les transferts horizontaux 
de gènes de résistance entre bactéries, appartenant à différentes espèces ou genres, se 
produisent fréquemment et aisément dans la nature. L’abondance de souches résistantes 
aux antibiotiques dans l’environnement suggère que les déterminants de résistance peuvent 
être maintenus en l’absence de la pression de sélection exercée par la présence des 
antibiotiques. La raison de cette stabilité reste cependant peu connue. Une des possibilités 
expliquant le maintient de ces déterminants de résistance est leur couplage à d’autres gènes 
conférant différents types d’avantages sélectifs (résistance aux métaux lourds, facteurs de 
virulences, enzymes augmentant la capacité colonisatrice de la bactérie, etc...) (Perron et al., 
2004). Cependant, grâce à l’avantage adaptatif qu’ils procurent, l’exposition à long terme à 
de faibles quantités d’antibiotiques pourrait augmenter la stabilisation génétique de ces 
déterminants de résistance (Salyers et Amàbile-Cuevas, 1997).  
 
Dans le but d’évaluer la présence, la fréquence et la répartition des déterminants de 
résistance aux antibiotiques dans les populations bactériennes d’origine environnementale, 
la recherche des intégrons de classe 1 par PCR a été effectuée chez les isolats 
environnementaux d’Aeromonas et d’Acinetobacter. 
La persistance de ces déterminants de résistance en présence ou en l’absence de la 
pression de sélection exercée par les antibiotiques a ainsi pu être évaluée. 
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2. MATERIEL ET MÉTHODES 
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2. MATERIELS ET METHODES 
2.1 Matériels 
 
2.1.1 Echantillonnage 
Les différents échantillons d’eau, 1 litre à chaque point de prélèvement, ont été collectés, 
aseptiquement, lors de plusieurs campagnes de terrain effectuées entre décembre 2001 et 
septembre 2005 dans la région du Tessin et dans la ville de Zurich. Les dates et lieux des 
échantillonnages choisis pour cette étude sont décrits dans les tableaux 3, 4 et 5. 
 
 
Tableau 3 : Echantillonnages des eaux usées hospitalières : hôpital Universitaire de Zurich, 
hôpitaux Civico et Italiano, Tessin. 
 
 
Dates Lieux 
• 12. 12. 01 
• 11. 06. 02 
• 20. 08. 02 
• 7. 10. 02 
Hôpital Universitaire de Zurich : eaux souillées des Réservoirs A et B, 
(Réservoir A : eaux usées des unités de radiologie, d’oncologie et des soins 
intensifs / Réservoir B : eaux usées des unités de pathologies). 
• 12. 12. 01 
• 11. 06. 02 Hôpital Civico, Lugano : eaux usées avant et après le traitement au chlore. 
• 12. 12. 01 
• 11. 06. 02 Hôpital Italiano, Lugano : eaux usées. 
 
 
 
 
Tableau 4 : Echantillonnages dans les stations d’épuration (STEP) de Airolo et de Bioggio, 
Tessin. 
 
 
Dates Lieux 
• 17. 06. 02 
• 16.09. 02 Eaux souillées à l’entrée de la STEP de Airolo. 
• 23. 08. 04 
• 8. 11. 04 
• 14. 12. 04 
Boues activées de la phase biologique de la STEP de Airolo. 
• 17. 06. 02 
• 16.09. 02 Eaux assainies à la sortie de la STEP de Airolo. 
• 1. 02. 05 
• 12. 07. 05 Boues activées da la phase biologique de la STEP de Bioggio. 
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Tableau 5 : Echantillonnages dans les eaux de surface et l’eau du robinet.  
 
 
Dates Lieux 
• 17. 06. 02 
• 16.09. 02 Fleuve Ticino : prélèvement en amont de la STEP de Airolo, Tessin. 
• 17. 06. 02 
• 16.09. 02 Fleuve Ticino : prélèvement en aval de la STEP de Airolo, Tessin. 
• 08. 09. 05 Fleuve Vedeggio, en aval de la STEP de Bioggio, Tessin. 
• 08. 09. 05 Lac Ceresio, localité de Figinio, Tessin. 
• 08. 09. 05 Lac Ceresio, localité de Barbengo, Tessin. 
• 26. 08. 05 
• 08. 09. 05 Lac de Cadagno (1923 m) : région du Val Piora, Tessin. 
• 26. 08. 05 
• 08. 09. 05 Ruisseau effluent du Lac de Cadagno, Tessin. 
• 16.06. 02 Eau du robinet (ville de Lugano). 
• 08. 09. 05 Eau du robinet (ville de Zurich). 
 
STEP : station d’épuration 
 
 
Ces divers points de prélèvement ont été choisis de manière à retracer le parcours des 
résidus d’antibiotiques dans l’environnement hydrique, des lieux les plus contaminés (eaux 
usées des hôpitaux) aux lieux les plus exempts de ces substances chimiques (eau du 
robinet). 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2 Méthodes 
2.2.1 Isolement et mise en culture des bactéries considérées 
2.2.1.1 Recherche des Aeromonas : dilutions, filtrations, mise en culture, 
identification et dénombrement 
 
 
 
En vue de la mise en culture des bactéries du genre Aeromonas, les échantillons d’eau ont 
été soit dilués, soit concentrés. Les dilutions ou les concentrations effectuées ont été 
choisies en fonction de la provenance des prélèvements et de la qualité microbiologique et 
organique attendue (tableau 6). 
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Tableau 6 : Dilutions effectuées pour la mise en culture des échantillons. 
 
 
Dilutions sériées filtrées (1ml) Volumes filtrés Echantillons 10-5 10-4 10-3 10-2 10-1 1ml 10ml 100ml 
Eaux usées des hôpitaux x x x x x x   
Boues activées des STEP x x x x x x   
Fleuve Vedeggio   x x x x   
Lac Ceresio, Figino     x x x x 
Lac Ceresio, Barbengo     x x x x 
Ruisseau effluent du Lac de 
Cadagno   x x x x   
Lac de Cadagno     x x x x 
Eau du robinet      x x x 
 
STEP : station d’épuration 
 
 
Les dilutions des échantillons ont toutes été effectuées dans de l’eau peptonée stérile 
concentrée 1 fois, à savoir 1 ml de l’échantillon dans 9 ml d’eau peptonée (annexe 7.2). 
Cette solution, qui préserve les bactéries contre un choc osmotique, a également été utilisée 
pour les filtrations et les éventuels lavages.  
 
Une fois les dilutions effectuées, les membranes de filtration (Sartorius, 0.45 µm de porosité, 
membrane en nitrate de cellulose) ont été disposées sur la rampe de filtration (Millipore), à 
l’aide d’une pince stérile. Les entonnoirs stériles ont alors été montés sur le dispositif de 
filtration et remplis avec une quantité aléatoire (entre 5 et 10 ml) d’eau peptonée stérile 
concentrée 1 fois. Afin d’uniformiser les bactéries sur les membranes de filtration, les 
dilutions à filtrer ont été pipettées dans l’eau peptonée. Pour chacune des dilutions, le 
volume filtré est de 1 ml. Chaque dilution ou volume d’eau ont été filtrés à double, ceci afin, 
d’une part d’avoir un contrôle du bon déroulement de la manipulation et d’autre part, de 
pouvoir dénombrer les colonies et d’exprimer les résultats en nombre d’UFC /ml.  
Pour chaque échantillon, la dilution plus élevée ou les volumes plus petits ont été filtrés en 
premier, suivis des dilutions inférieures ou des volumes plus élevés.  
 
Après chaque filtration, les membranes ont été récupérées, à l’aide d’une pince stérile, 
déposées sur le milieu m-Aeromonas selective agar base ou milieu HAVELAAR (Biolife), 
spécifique pour l’isolement des bactéries appartenant à ce genre bactérien (annexe 7.1).  
Grâce notamment à la présence d’ampicilline et de dextrine, ce milieu est relativement 
sélectif et différentiel pour la recherche des bactéries du genre Aeromonas à partir 
d’échantillons environnementaux. L’ampicilline, ajoutée comme supplément au milieu de 
culture, possède la propriété d’inhiber la croissance des bactéries à Gram positif et à Gram 
négatif (Aeromonas non inclus), éventuellement présentes dans l’échantillon à analyser. A 
98%, le groupe des Aeromonades possède, en effet, une résistance intrinsèque à 
l’ampicilline.  
Les bactéries du genre Aeromonas sont également capables d’utiliser la dextrine avec 
formation d’acides dans le milieu de culture. Cette acidification du milieu est mise en 
évidence par le changement de couleur de bleu à jaune de l’indicateur pH (bleu de 
bromothymol). Les colonies typiques du genre Aeromonas se caractérisent, ainsi, par une 
pigmentation allant du jaune pâle au jaune brillant, voire quelques fois au jaune orangé 
(photo 1). 
Le sodium désoxycholate contenu dans ce milieu d’isolement, bien que sans aucun effet sur 
les bactéries à Gram négatif, inhibe la croissance des coques à Gram positif, de même que 
les bactéries sporulantes.  
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Les colonies typiques jaunes qui apparaissent après 12 à 24 heures d’incubation du milieu à 
30°C, sont alors repiquées sur milieu Agar Sang (AS) (annexe 7.1) en vue de la purification 
et de l’identification. 
 
 
 
Photo 1 :  Colonies jaunes, oranges typiques des bactéries du genre Aeromonas, après 12 
à 24 heures de croissance sur milieu m-Aeromonas selective agar base. 
 
 
 
 
 
 
 
L’identification des bactéries du genre Aeromonas s’effectue sur la colonie pure, isolée sur 
AS, suite à trois tests physiologiques, à savoir le test de l’oxydase (chapitre 2.2.2.1), le test 
vibriostatique (chapitre 2.2.2.3) et le test de la fermentation et de l’oxydation du glucose 
(chapitre 2.2.2.4). Ces tests physiologiques permettent de distinguer les Aeromonas des 
autres Enterobacteriaceae, des Vibrio et des Pseudomonas. Les bactéries du genre 
Aeromonas sont oxydase positive, vibriostatique résistantes et possèdent un métabolisme 
oxydatif et fermentatif du glucose.  
 
Les milieux m-Aeromonas selective agar base (Biolife) présentant entre 30 et 300 colonies 
distinctes ont été sélectionnés en vue du dénombrement des Aeromonas. Toutes les 
colonies jaunes et donc capables d’utiliser la dextrine ont alors été comptées sur les deux 
boîtes de Pétri choisies de la même dilution.  
 
Dans un deuxième temps, le pourcentage des colonies jaunes identifiées pour appartenir au 
genre Aeromonas est calculé en rapport à toutes les colonies jaunes initialement isolées.  
Ce pourcentage calculé, est reporté en proportion au nombre de colonies jaunes 
dénombrées initialement sur milieu m-Aeromonas selective agar base (Biolife). 
 
Le résultat final est exprimé en nombre d’UFC/ml. 
 
 
 
 
2.2.1.2 Recherche des Acinetobacter : dilutions, filtrations, mise en 
culture, identification et dénombrement 
 
Initialement, deux divers milieux de culture ont été utilisés pour l’isolement des Acinetobacter 
à partir des échantillons provenant des eaux usées des hôpitaux, à savoir le milieu LAM 
(Leeds Acinetobacter Medium) et le milieu Herellea (annexe 7.1), tous deux décrits dans la 
littérature (Jawad et al., 1994). Ces deux milieux sont principalement utilisés pour isoler les 
souches cliniques d’Acinetobacter responsables d’infections nosocomiales. 
Les différentes espèces bactériennes pouvant croître sur milieux LAM et Herellea, ainsi que 
l’aspect de leurs colonies sont présentées dans les tableaux 7 et 8. 
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Tableau 7  : Espèces pouvant croître sur milieu Herellea et aspect des colonies sur ce 
milieu, après 18-24 heures de croissance à 30°C. 
Source : Jawad et al., 1994. 
 
Micro-organismes Croissance Couleur des colonies sur le milieu Herellea 
Acinetobacter calcoaceticus 
ATCC 17961 Bonne à excellente Lavande pâle 
Acinetobacter lwoffii 
ATCC 9957 Bonne à excellente Lavande pâle 
Escherichia coli 
ATCC 25922 Bonne à excellente Jaune 
Proteus vulgaris 
ATCC 6380 Bonne à excellente 
Jaune, coloration pouvant 
apparaître tardivement 
Salmonella enteritidis 
ATCC 13076 Bonne à excellente 
Jaune, coloration pouvant 
apparaître tardivement 
Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 Inhibée - 
Staphylococcus epidermidis 
ATCC 12228 Inhibée - 
 
 
Tableau 8  :  Espèces pouvant croître sur milieu LAM, aspect des colonies sur ce milieu, 
après 18-24 heures de croissance à 30°C et réaction de l’oxydase. 
Source : Jawad et al., 1994. 
 
Micro-organismes Morphologie de la colonie sur milieu LAM Réaction de l’oxydase 
Acinetobacter spp. Colonies roses avec arrière fond mauve négative 
Stenotrophomonas maltophilia Colonies roses avec arrière fond mauve négative 
Klebsiella pneumoniae - négative 
Burkholderia cepacia Colonies roses avec arrière fond mauve positive 
Citrobacter spp. Colonies jaunes avec arrière fond jaune négative 
Providencia alcalifaciens Colonies brunes avec arrière fond brun-noir négative 
Serratia marcescens Colonies roses avec bords jaunes négative 
 
 
 
En comparaison au milieu LAM, le milieu Herellea s’est avéré plus approprié à la croissance 
des Acinetobacter. En effet, d’avantage d’Acinetobacter et ceci à partir des mêmes 
échantillons d’eau pouvaient être isolés sur ce milieu. La présence d’antibiotiques dans le 
milieu LAM, peut représenter un inconvénient pour l’isolement de souches sensibles. Enfin, 
les colonies lavande pâle sur Herellea étaient plus facilement repérables que les colonies 
roses avec arrière fond mauve sur LAM. Ces diverses raisons ont, par la suite, conduit à 
abolir le milieu LAM et à n’employer que le milieu Herellea pour l’isolement des 
Acinetobacter.  
 
Pour les échantillons provenant des eaux usées des hôpitaux, des boues activées de la 
phase biologique des stations d’épuration, où les communautés bactériennes attendues sont 
nombreuses et où les dilutions sériées sont nécessaires, la méthode employée a été 
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l’ensemencement direct de 100 µl des diverses dilutions sur le(s) milieu(x) agarisé(s) 
spécifique(s) d’isolement.  
Pour les échantillons environnementaux provenant des lacs et des rivières, où une plus 
faible communauté microbienne est attendue, les volumes choisis pour la recherche des 
Acinetobacter ont été filtrés sur membrane (Sartorius, 0.45 µm de porosité, membrane en 
nitrate de cellulose) et cette dernière déposée sur le(s) milieu(x) agarisé(s) spécifique(s) 
d’isolement.  
Les diverses dilutions sériées inoculées et les volumes filtrés pour les divers lieux 
d’échantillonnage sont présentés dans le tableau ci-dessous (tableau 9). 
 
 
Tableau 9 : Dilutions sériées inoculées et volumes filtrés pour les divers lieux 
d’échantillonnage. 
 
Dilutions inoculées (100 µl) Volumes filtrés Echantillons 10-5 10-4 10-3 10-2 10-1 1ml 10ml 100ml 
Eaux usées des hôpitaux x x x x x x   
Boues activées des STEP x x x x x x   
Fleuve Vedeggio   x x x x x  
Lac Ceresio, Figino     x x x x 
Lac Ceresio, Barbengo     x x x x 
Ruisseau effluent du Lac de 
Cadagno   x x x x   
Lac de Cadagno      x x x 
Eau du robinet      x x x 
 
STEP : station d’épuration 
 
 
Les colonies présentant l’aspect attendu sur milieux Herellea (photo 2) et LAM ont été 
repérées, dénombrées et enfin, repiquées et purifiées sur AS en vue de leur identification. 
Les tests de l’oxydase et de la catalase ont ensuite été effectués (chapitres 2.2.2.1 et 
2.2.2.2). Les bactéries du genre Acinetobacter sont oxydase négative et catalase positive. 
L’aspect des colonies sur les milieux sélectifs et différentiels d’isolement, ainsi que les 
résultats des tests de l’oxydase et de la catalase, sont nécessaires pour un premier criblage 
des souches, mais insuffisant pour l’identification complète des Acinetobacter.  
Ainsi, une confirmation, soit par hybridation in situ au moyen d’une sonde spécifique à ce 
genre bactérien (chapitre 2.2.4.1), soit par l’utilisation d’une galerie API 20NE (bioMérieux) 
(chapitre 2.2.2.5) a été effectuée pour chaque souche suspecte isolée.  
 
 
 
Photo 2 : Milieu Herellea et colonies violettes suspectées pour appartenir au genre 
Acinetobacter. 
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Comme pour les Aeromonas, les boîtes de Pétri présentant entre 30 et 300 colonies 
distinctes ont été sélectionnées en vue du dénombrement des Acinetobacter. Toutes les 
colonies mauves, violettes et lavande pâle ont alors été comptées sur les deux boîtes de 
Pétri choisies de la même dilution.  
 
Dans un deuxième temps, le pourcentage des colonies mauves, violettes et lavande pâle 
confirmées pour appartenir au genre Acinetobacter est calculé en rapport aux colonies 
initialement isolées.  
 
Le résultat final est exprimé en nombre d’UFC/ml. 
 
 
 
 
2.2.1.3 Recherche des Legionella : mise en culture, identification et 
dénombrement 
 
La recherche et la mise en culture des Legionella ont été adaptées en fonction de la 
provenance et de la charge organique et microbiologique contenues dans l’échantillon à 
analyser.  
 
En comparaison aux échantillons provenant des eaux usées des hôpitaux et des boues 
activées des stations d’épuration, les échantillons provenant d’environnements aquatiques 
naturels, comme les fleuves et les lacs, sont moins riches en matière organique et en flore 
microbienne. Le protocole d’analyse appliqué pour ces échantillons est celui édicté par le 
Centre National de Référence pour les Legionella (ICM-CNRL Bellinzona, Tessin) et 
généralement employé par les laboratoires spécialisés (annexe 7.5). Ce protocole d’analyse 
est appliqué pour l’isolement et la quantification des Legionella à partir d’échantillons 
provenant de l’environnement naturel (lacs, fleuves) et de l’eau sanitaire (eau chaude du 
robinet, eau potable et industrielle). Il est utilisé pour déterminer le degré éventuel de 
contamination de l’échantillon à analyser. 
 
Le principe général d’analyse consiste à concentrer l’échantillon d’eau à tester par filtration 
d’un volume connu à travers une membrane (Millipore, 0.45 µm de porosité, 47 mm de 
diamètre, membrane en nylon blanche). Les résidus retenus sur le filtre sont alors 
resuspendus dans une solution saline (PAGE) (annexe 7.2) dans 1/100 du volume filtré. 
Cette solution permet aux Legionella et aux bactéries de rester en vie durant le temps 
d’analyse, sans pour autant se multiplier. 
Pour réduire le nombre de bactéries appartenant à la flore contaminante, une portion de 
l’échantillon concentré est soumis à un traitement thermique et / ou à un traitement acide. En 
effet, contrairement à la grande majorité des autres bactéries contaminant l’échantillon, les 
Legionella ont cette double capacité de supporter, sans mise en danger leur survie, à la fois 
des températures pouvant s’élever à plus de 65°C et des pH acides pouvant s’abaisser 
jusqu’à environ 2.5. 
100 µl des deux fractions (avec et sans traitements sélectifs) concentrées 100 fois sont alors 
ensemencés sur milieu sélectif GVPC (annexe 7.1) et incubées à 36 +/-1°C, pendant 3 à 5 
jours. 
 
Le protocole détaillé est décrit dans l’annexe 7.5.  
 
Les échantillons analysés suivant ce protocole sont ceux prélevés dans le fleuve Vedeggio, 
dans le Lac Ceresio, (Figino et Barbengo), dans le Lac de Cadagno, dans la rivière effluente 
du Lac de Cadagno et enfin l’échantillon provenant de l’eau d’un robinet de l’hôpital 
Universitaire de Zurich et d’une habitation de la ville de Lugano. 
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En revanche, les échantillons prélevés dans les eaux usées des hôpitaux, à l’entrée et à la 
sortie des stations d’épuration sont caractérisés par la présence, à la fois d’une quantité 
importante de matière organique et d’une flore bactérienne nombreuse, pouvant croître 
aisément sur milieu BCYE et GVPC (annexe 7.1).  
Pour contrer ces deux inconvénients les volumes filtrés ont été adaptés à la turbidité de l’eau 
à analyser et le traitement thermique, permettant de réduire la flore microbienne 
contaminante, constamment effectué (tableau 10). 
 
 
 
Tableau 10 : Protocole d’analyse pour la recherche des Legionella à partir des eaux usées 
hospitalières. 
 
 
Hôpital 
Civico (TI) 
Hôpital 
Civico (TI) 
Hôpital 
Italiano (TI) 
Hôpital 
Universitaire 
de Zurich 
Hôpital 
Universitaire 
de Zurich 
Hôpital 
Universitaire 
de Zurich 
Eaux usées, 
avant 
chloration 
Eaux usées, 
après 
chloration 
Eaux usées 
Eaux usées 
des unités de 
radiologie, 
oncologie et 
soins intensifs 
Eaux usées 
des unités de 
pathologies 
Eau des 
douches 
      
50 ml filtrés 100 ml filtrés 50 ml filtrés 50 ml filtrés 50 ml filtrés 1000 ml filtrés 
      
Membrane 
resuspendue 
dans 5 ml de 
PAGE 
Membrane 
resuspendue 
dans 10 ml de 
PAGE 
Membrane 
resuspendue 
dans 5 ml de 
PAGE 
Membrane 
resuspendue 
dans 5 ml de 
PAGE 
Membrane 
resuspendue 
dans 5 ml de 
PAGE 
Membrane 
resuspendue 
dans 10 ml de 
PAGE 
      
Traitement thermique : Bain marie, 30 minutes à 50°C 
      
Ensemencer  à double : 
• 100 µl sur BCYE 
• 100 µl sur GVPC 
      
Incuber à 36 +/-1°C pendant 3-5 jours, contrôler la croissance quotidiennement 
 
 
 
 
Les échantillons provenant des boues activées de la phase biologique des stations 
d’épuration sont, à la fois, très riches en matière organique et en micro-organismes. Ces 
deux caractéristiques rendent difficile l’isolement par culture des Legionella. 
Le milieu de croissance GVPC, même si sélectif par la présence d’antibiotiques, permet le 
développement d’un certain nombre de micro-organismes à croissance plus rapide que celle 
des Legionella. 
Pour essayer de pallier à ces inconvénients et parvenir à isoler quelques espèces, trois 
méthodes de mise en culture on été effectuées en parallèle : l’analyse directe des 
échantillons, l’analyse après traitement thermique (photo 3) et l’analyse après traitement 
acide. La composition de la solution acide se trouve dans l’annexe 7.2. 
 
Ces trois méthodes d’analyses des échantillons sont résumées dans le tableau ci-dessous 
(tableau 11) : 
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Tableau 11  :  Protocole d’analyse pour la recherche des Legionella à partir des boues 
activées des stations d’épuration : analyse directe, traitement thermique et 
traitement acide.  
 
 
Analyse directe Traitement thermique Traitement acide 
   
 
• 1 ml de boue : pipetter dans 
un Eppendorf de 1.5 ml 
 
• 30 min à 50°C 
• 200 µl de boue : pipetter 
dans un Eppendorf de 2 ml 
• Ajouter 1.8 ml de solution 
Acide 
• Mélanger 4 min à TA 
• Centrifuger 5 min à vmax et 
éliminer le surnageant 
• Resuspendre le culot dans 
200 µl de PAGE 
   
Dilution 1 :1 Dilution 1 :10 Dilution 1 :1 Dilution 1 :10 Dilution 1 :1 Dilution 1 :10 
 
• 100 µl de 
boue 
• Ajouter 
900µl de 
PAGE 
 
• 100 µl de 
boue 
• Ajouter 
900µl de 
PAGE 
 
• 100 µl de 
boue 
• Ajouter 
900µl de 
PAGE 
Ensemencer 
100 µl sur 
GVPC 
Ensemencer 
100 µl sur 
GVPC 
Ensemencer 
100 µl sur 
GVPC 
Ensemencer 
100 µl sur 
GVPC 
Ensemencer 
100 µl sur 
GVPC 
Ensemencer 
100 µl sur 
GVPC 
      
Incuber 3-4 jours à 37°C 
 
TA : Température ambiante 
vmax : à vitesse maximale 
 
 
 
 
Photo 3 : Milieux GVPC ensemencés, avant et après le traitement thermique, avec 100 µl 
d’échantillon provenant des boues activées de la station d’épuration de Airolo. 
 
 
 
 
 
 
Après incubation les colonies morphologiquement suspectes (de couleur blanche-bleu-grise, 
quelques fois brune, rose, jaune-verte ou rouge) sur milieu GVPC sont dénombrées. 
 
Le premier test d’identification consiste à repiquer, en parallèle, les colonies bleu-grises 
suspectes sur milieux AS et GVPC et de les incuber environ 2 jours à 36 +/-1°C (photo 4). 
Après traitement thermique 
Avant traitement thermique
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Les colonies qui se seront développées sur BCYE ou GVPC et non sur AS (milieu dépourvu 
de cystéine) sont considérées des Legionella.  
 
 
Photo 4 : Colonies suspectes repiquées en parallèle sur GVPC et AS. Ces colonies peuvent 
croître en absence de L-cystéine et de fer (croissance sur AS) et ne sont donc 
pas des Legionella. 
 
 
 
 
 
 
En cas de croissance positive sur GVPC, mais négative sur AS, les colonies suspectes sont 
alors soumises à un test d’agglutination au latex (Kit Legionella Latex Test d’Oxoid - Oxoid 
Limited, Basingstoke, Hampshire, England) qui permet d’identifier les souches comme 
Legionella pneumophila ou Legionella species (annexe 7.5). 
 
Pour identifier des colonies suspectes qui n’agglutinent pas avec les réactifs du kit, ou pour 
une identification plus précise de l’espèce, une analyse par amplification et séquençage du 
gène mip (Ratcliff et al., 1998) a été effectuée (annexe 7.6). 
 
 
Les colonies de couleur bleu-gris typiques des Legionella sont dénombrées et le 
pourcentage des souches confirmées calculé.  
 
Le résultat est exprimé en nombre d’UFC/l. 
 
 
 
2.2.2 Tests biochimiques 
2.2.2.1 Test de l’oxydase 
 
L’oxydase (annexe 7.2), ou plus exactement la phénylène diamine oxydase, est une enzyme 
recherchée en bactériologie systématique. Sa présence ou son absence représente un des 
critères systématiques les plus discriminatifs et les plus employés pour l’identification des 
bacilles à Gram négatif.  
 
Les colonies à tester purifiées sur AS et suspectes pour appartenir aux genre Aeromonas ou 
Acinetobacter sont prélevées avec une anse stérile et déposées sur un papier buvard ou 
filtre imprégné de la solution oxydase fraîchement préparée. Les bactéries positives pour 
l’enzyme phénylène diamine oxydase prennent une rapide coloration rose au contact du 
réactif. Ce test permet de distinguer les Aeromonas, qui sont oxydase positive, des 
entérobactériacées, qui sont oxydase négative. Les bactéries du genre Acinetobacter sont, 
en revanche, oxydase négative.  
 
 
 
 
 
47
Lors de ce test certaines précautions sont à prendre, pour éviter un résultat faussement 
positif ou faussement négatif. L’utilisation de colonies prélevées sur un milieu gélosé coloré 
(par exemple milieu MC Conkey) ou une lecture tardive sont autant de facteurs pouvant 
conduire à un résultat faussement positif. Au contraire, un inoculum trop faible ou une 
réaction lente peuvent amener à une interprétation faussement négative du test de 
l’oxydase.  
 
 
 
2.2.2.2 Test de la catalase 
 
La catalase est une enzyme anti-oxydante présente chez les bactéries aérobies et dans les 
cellules des plantes et des animaux. Chez les bactéries qui la possèdent, elle est localisée 
dans l’espace périplasmique, situé entre la membrane interne et externe de la paroi 
bactérienne. Le peroxyde d’hydrogène engendré comme sous produit du métabolisme est un 
agent oxydant puissant et nocif qui doit être éliminé. La catalase assure cette fonction 
d’élimination en convertissant le peroxyde d’hydrogène en eau et en oxygène moléculaire. 
Ce faisant, elle protège les cellules des dommages nuisibles provoqués par ces dérivés 
toxiques de l’oxygène.  
 
La présence de cette enzyme représente un caractère utile dans l’identification et la 
détermination de certains genres bactériens.  
Les Acinetobacter sont des bactéries aérobies possédant une catalase. Le test de la 
catalase n’est, en revanche, pas utilisé pour l’identification des bactéries du genre 
Aeromonas.  
 
Les colonies sur Herellea et / ou sur LAM suspectes pour appartenir au genre Acinetobacter, 
purifiées sur AS et oxydase négative, sont testées pour la catalase. Pour cela, une goutte 
d’eau oxygénée à 3 % (annexe 7.2), prélevée à l’aide d’une pipette pasteur est déposée sur 
une lame de microscope optique. Une partie de la colonie pure à tester est alors déposée 
sur la goutte d’H2O2, à l’aide d’une anse en plastique stérile. 
La formation de bulle engendrée par la production d’oxygène (O2), due à l’activité de la 
catalase, indique une réaction positive.  
 
Les souches oxydase négative et catalase positive sont retenues en vue de la confirmation 
biochimique par l’utilisation de la galerie API 20NE (chapitre 2.2.2.5) ou moléculaire par 
hybridation in situ (chapitre 2.2.4.1).  
 
 
 
2.2.2.3 Test du Vibriostatique 
 
La sensibilité au composé vibriostatique 0129 (2.4 diamino 6.7 diisopropylptéridine) (Oxoid, 
DD 15, 0129, 150 µg) (annexe 7.2) permet de différencier les genres Aeromonas des genres 
Vibrio. En effet, les bactéries du genre Vibrio sont sensibles à ce composé, alors que les 
bactéries du genre Aeromonas sont résistantes.  
 
Pour effectuer le test vibriostatique, une colonie pure, suspecte pour appartenir au genre 
Aeromonas, préalablement jaune sur milieu m-Aeromonas Selective Agar et oxydase 
positive est repiquée sur un milieu Agar Sang. Pour chaque colonie à tester, et à l’aide d’une 
pince stérile, un disque de composé vibriostatique 0129 est déposé sur l’inoculum. Le milieu 
de culture, ainsi ensemencé, est alors incubé à 30°C pendant 12 à 24 heures. 
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Les souches montrant, après incubation, une résistance au composé vibriostatique sont 
retenue en vue du troisième et dernier test d’identification, à savoir le test de la fermentation 
et de l’oxydation du glucose. En revanche, les colonies sensibles et présentant, de ce fait, 
une zone d’inhibition de croissance autour du disque de composé vibriostatique, s’ont 
éliminées. 
 
 
 
2.2.2.4 Test de l’oxydation et de la fermentation du glucose 
 
Par l’utilisation de voies métaboliques oxydatives et / ou fermentatives, les bactéries peuvent 
incorporer le glucose et autres hydrates de carbone. Le test de l’oxydation et de la 
fermentation du glucose (Test OF) est utilisé pour l’identification des bactéries du genre 
Aeromonas. Les bactéries de ce genre sont capables d’oxyder et de fermenter le glucose. 
Ce test biochimique d’identification permet finalement de distinguer les bactéries du genre 
Aeromonas, capables d’oxyder et de fermenter le glucose, des bactéries du genres 
Pseudomonas, capables uniquement de l’oxyder.  
Le test de l’OF n’est pas utilisé pour l’identification des bactéries du genre Acinetobacter. 
 
Le milieu OF (annexe 7.1), grâce à sa basse teneur en protéines, à sa concentration plus 
élevée en hydrates de carbone et à son indicateur pH, permet de mettre en évidence les 
produits acides formés par oxydation ou par fermentation. La distinction entre bactéries 
fermentatives et bactéries non fermentatives du glucose peut ainsi être effectuée.  
 
Le procédé analytique s’effectue par inoculation en piqûre d’une colonie dans deux 
éprouvettes de milieu OF. Afin de créer des conditions anaérobiques de croissance, 
l’interface milieu – air de l’une des deux éprouvettes inoculées est ensuite recouvert d’huile 
de paraffine. Les deux éprouvettes de milieu OF préparées, l’une en condition aérobique et 
l’autre en condition anaérobique de croissance, sont incubées à 30°C pendant 24 à 48 
heures et contrôlées quotidiennement. La réaction acide produite par les bactéries 
fermentatives et oxydatives du glucose est visible de façon graduelle le long de la piqûre par 
le virement au jaune du milieu mis en évidence par l’indicateur pH présent. 
 
 
 
2.2.2.5 Galerie API 20NE 
 
Les galeries API sont un système standardisé se basant sur des tests biochimiques qui 
mettent en évidence les métabolismes bactériens. Elles sont utilisées en diagnostique in 
vitro pour la classification, la détermination et l’identification bactérienne. 
Les bacilles à Gram négatif, non enterobactériacées, qui ne nécessitent pas de précautions 
particulières de manipulation, comme par exemple les Acinetobacter, les Aeromonas, 
Burkholderia, Comamonas, Flavobacterium, Moraxella, Pasteurella, Vibrio, etc, peuvent être 
identifiés par la galerie API 20NE (bioMérieux). Cette dernière comprend 20 tests 
biochimiques, dont 8 tests biochimiques conventionnels et 12 tests d’assimilation des sucres. 
La description de ces 20 tests est accessible dans l’annexe 7.5. 
 
Le système standardisé d’identification biochimique API 20NE a été utilisé pour confirmer ou 
infirmer l’identification des colonies pures, oxydase négative et catalase positive, suspectes 
pour appartenir au genre Acinetobacter. Dans 2 ml de solution saline stérile (NaCl Medium à 
0.85%, bioMérieux) ayant un pH compris entre 5.5 et 7.0, une suspension bactérienne 
d’opacité égale au standard McFarland 0.5 (concentration bactérienne correspondant à 
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1.5x108 UFC/ml) a été effectuée avec des colonies pures à tester de 18 à 24 heures de 
croissance sur AS.  
A l’aide d’une pipette pasteur stérile, les microtubes (et non les cupules) des tests 
biochimiques conventionnels comprenant les tests NO3, TRP (L-tryptophane), GLU (D-
glucose), ADH (L-arginine), URE (urée), ESC (esculine citrate de fer), GEL (gélatine) et 
PNPG (4-nitrophényl-β−D-galactopyranoside) ont, ensuite, été remplis avec 150 µl de cette 
suspension. Le remplissage des microtubes a été effectué en évitant la formation de bulles 
d’air qui empêcheraient le contact entre bactéries à identifier et le réactif ou substrat à tester. 
Dans un deuxième temps, 200 µl de la suspension bactérienne ont été transférés dans une 
ampoule d’AUX Medium (bioMérieux) et homogénéisés doucement avec la micropipette en 
évitant la formation de bulles d’air. Cette nouvelle suspension a alors permis de remplir les 
microtubes et les cupules des tests d’assimilation des sucres, comprenant le GLU (D-
glucose), l’ARA (L-arabinose), le MNE (D-mannose), le MAN (D-mannitol), le NAG (N-acétyl-
glucosamine), le MAL (D-maltose), le GNT (potassium gluconate), le CAP (acide caprique), 
l’ADI (acide adipique), le MLT (acide malique), le CIT (trisodium citrate) et le PAC (acide 
phénylacétique). Les cupules ont été remplies en veillant à créer un niveau horizontal ou 
légèrement convexe. Des cupules incomplètement remplies ou trop remplies peuvent 
engendrer des résultats incorrects. 
Enfin, afin de créer les conditions d’anaérobie requises pour les tests biochimiques de la 
fermentation du glucose (GLU), de la transformation de l’acide aminé arginine par l’enzyme 
arginine déshydrolase (ADH) et de la libération d’ammoniac à partir de l’urée grâce à la 
présence de l’enzyme uréase d’ammoniac (URE), les cupules des tests GLU, ADH et URE 
ont été recouverts d’huile de paraffine.  
 
Après incubation à 30°C pendant 24 heures, les résultats, interprétés en référence au 
Tableau de Lecture (annexe 7.5), de toutes les réactions, soit spontanées, soit visibles après 
l’ajout des réactifs, ont été notées sur la fiche appropriée. 
L’addition des chiffres associés aux réactions positives et lus sur la fiche détermine un profil 
métabolique correspondant à un profil numérique. Ce dernier permet, soit par la consultation 
du Catalogue Analytique, soit à l’aide du logiciel informatique, d’identifier la souche analysée.  
 
Les profils numériques les plus fréquemment obtenus au cours de ce travail pour 
l’identification des bactéries du genre Acinetobacter sont présentés dans le tableau 12. 
 
 
 
Tableau 12 : Codes numériques les plus fréquemment obtenus confirmant l’identité d’une 
souche d’Acinetobacter. 
 
 
Code API 
20NE Espèce identifiée Degré d’identification 
0000050 Acinetobacter junii / johnsonii Bonne identification de l’espèce 
0000051 Acinetobacter junii / johnsonii Bonne identification de l’espèce 
0040050 Acinetobacter junii / johnsonii Identification de l’espèce optimale 
0000071 Acinetobacter junii / johnsonii Identification de l’espèce acceptable 
0000073 Acinetobacter baumanii / calcoaceticus Bonne identification 
0000150 Acinetobacter lwoffii Identification acceptable 
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2.2.3 Détermination des profils de résistance 
2.2.3.1 Antibiogramme 
 
L’antibiogramme est un test rapide basé sur la méthode de diffusion de l’agent antimicrobien 
sur milieu agarisé. Il a été principalement développé pour la bactériologie médicale et permet 
de définir à quels antibiotiques est sensible une souche bactérienne isolée d’un patient. Ce 
test peut également être utilisé pour effectuer un profil de résistance face à divers 
antibiotiques des souches isolées de l’environnement.  
 
Tout au long de ce travail, l’antibiogramme a été utilisé pour déterminer in vitro le profil de 
résistance de toutes les souches d’Aeromonas, d’Acinetobacter et des quelques Legionella 
isolées à 12 antibiotiques communément utilisés en médecine humaine pour le traitement 
des maladies d’origine infectieuse. 
Les 12 antibiotiques choisis sont : l’ampicilline (AM), la pénicilline (P), la céfazoline (CZ), la 
céfuroxime (CXM), la ceftriaxone (CRO), la céfépime (FEP), l’imipenem (IMP), la 
ciprofloxacine (CIP), la norfloxacine (NOR), l’acide nalidixique (NA), la clarithromycine (CLR) 
et l’érythromycine (E). 
Ces 12 antibiotiques ont également été choisis de manière à représenter trois familles 
chimiques importantes, ayant trois mécanismes d’action et cibles différentes, à savoir, les 
bêta-lactames, les quinolones et fluoroquinolones et les macrolides.  
La liste des 12 antibiotiques utilisés, ainsi que la famille et le groupe d’appartenance sont 
résumés dans le tableau 13. 
 
 
 
Tableau 13 : Liste des 12 antibiotiques utilisés et famille d’appartenance. 
 
 
BÊTA-LACTAMES 
Penams Céphems Penem 
Pénicillines Céphalosporines Carbapénème 
QUINOLONES MACROLIDES 
Ampicilline 
 
Pénicilline 
1. Céfazoline 
2. Céfuroxime 
3. Ceftriaxone 
4. Céfépime 
Imipenem 
Ciprofloxacine 
 
Norfloxacine 
 
Acide Nalidixique 
Erythromycine 
 
Clarithromycine 
 
 
 
Les antibiogrammes ont été effectués selon les normes édictées par la CLSI (Clinical and 
Laboratory Standards Institute, précédemment NCCLS). 
 
2 à 3 colonies d’une souche pure d’Aeromonas ou 3 à 6 colonies d‘une souche pure 
d’Acinetobacter de 12 à 24 heures de croissance sur AS ont été repiquées et inoculées 
stérilement dans une éprouvette contenant 3 ml de TSB (Tryptcase Soya Broth) (annexe 
7.1). 
Les bouillons TSB, ainsi inoculés, ont ensuite été incubés à 30°C, pendant environ 3 heures 
pour les souches d’Aeromonas et de 3 à 5 heures pour les souches d’Acinetobacter, ces 
dernières ayant une croissance plus lente.  
Cette courte durée d’incubation dans un bouillon de culture riche en nutriments permet 
d’avoir toutes les bactéries inoculées en phase exponentielle de croissance.  
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Après incubation, les bouillons TSB ont été vortexés et, si nécessaire, la turbidité ajustée à 
McFarland 0.5 (annexe 7.2) dans une suspension physiologique stérile de 5 ml de NaCl. 
 
Aux conditions et températures adéquates de culture, les Aeromonas présentent in vitro une 
croissance généralement rapide et des colonies denses. Les Acinetobacter en revanche, 
nécessitent des temps d’incubation plus longs et, mises à part quelques espèces, sont 
caractérisés par des colonies plus fines et plus petites.  
De ce fait, l’ajustement de la turbidité à McFarland 0.5 dans NaCl s’est avéré toujours 
nécessaire pour les souches d’Aeromonas et souvent inutile pour les souches 
d’Acinetobacter.  
 
A ce stade, les souches d’Aeromonas et d’Acinetobacter sont prêtes pour être inoculées sur 
milieu Mueller Hinton (MH) agarisé (annexe 7.1) et testées par antibiogramme. Un écouvillon 
stérile est alors immergé dans la suspension bactérienne (TSB ou NaCl, McFarland 0.5), 
l’inoculum en excès légèrement éliminé sur la paroi interne de l’éprouvette et le milieu MH 
ensemencé de manière à obtenir une croissance bactérienne uniforme (écouvillon passer 
trois fois sur le milieu MH, chaque fois avec une rotation de 90°). 
Finalement, les 12 disques de papier absorbant imprégnés chacun avec une concentration 
particulière d’antibiotiques (annexe 7.4) ont alors été déposés à l’aide d’un distributeur 
automatique et le milieu retourné incubé à 30°C pour une durée de 18 à 24 heures (ceci 
dans le but d’éviter que la condensation formée sur le couvercle ne se répande sur le milieu 
de culture). 
 
Pendant ce temps d’incubation, l’antibiotique va diffusé dans le milieu de culture en créant 
un gradient de concentration et les souches croître uniformément en formant un tapis 
bactérien. La souche continuera de croître jusqu’au seuil correspondant à la concentration 
d’antibiotique qu’elle tolère. Au-delà de cette concentration, la croissance de la souche est 
inhibée et il se formera une zone circulaire d’inhibition de croissance autour de l’antibiotique.  
 
Les diamètres de la zone d’inhibition de croissance formée autour de chacun des disques 
d’antibiotiques ont été mesurés et les valeurs obtenues en millimètres comparées aux 
diamètres donnés sur les tableaux de référence édictés et régulièrement mis à jour par le 
CLSI (annexe 7.4). Les valeurs des diamètres interprétés permettent de déterminer si une 
souche donnée est sensible, intermédiaire ou résistante à l’antibiotique considéré.  
 
La définition des termes sensible, intermédiaire et résistant est donnée dans le tableau ci-
dessous (tableau 14): 
 
 
 
Tableau 14 : Définition des termes Sensible, Intermédiaire et Résistant. 
 
 
Souche sensible à un antibiotique 
Souche dont la CMI pour l’antibiotique donné est 
plus petite que la concentration sérologique de 
l’antibiotique obtenu pendant le traitement. 
Souche intermédiaire 
Souche dont la CMI pour l’antibiotique donné est 
plus grande que la concentration sérologique 
obtenue lorsqu’on augmente la dose d’antibiotique. 
Souche résistante à un antibiotique 
Souche dont la CMI pour l’antibiotique donné est 
plus grande que la concentration sérologique de 
l’antibiotique obtenu pendant le traitement. 
 
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice 
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D’une manière générale, plus le diamètre de la zone d’inhibition de croissance sera étroit et 
donc proche du disque, plus la souche est résistante à l’antibiotique testé. Au contraire, plus 
le diamètre de la zone d’inhibition de croissance est large, plus la souche sera sensible à 
l’antibiotique (photo 5).  
 
 
 
Photo 5 :  Antibiogramme (milieu MH) : a, Aeromonas isolé des eaux assainies sortant de la 
station d’épuration de Airolo. b, Aeromonas isolé des eaux usées de l’hôpital 
Universitaire de Zurich, Réservoir B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les Legionella, dépendantes de la cystéine pour leur croissance et nécessitant des temps 
d’incubation d’environ 5 jours, requièrent un mode de préparation des antibiogrammes 
différent. Les Legionella ont été, tout d’abord, repiquées sur leur milieu de croissance BCYE. 
Dès apparition d’une légère croissance, généralement après 2 à 3 jours, une suspension de 
McFarland 0.5 de la souche pure à tester est effectuée dans un flacon de Suspensium 
Medium (bioMérieux) et le nouveau milieu BCYE non sélectif inoculé à l’écouvillon comme 
décrit ci-dessus pour les Aeromonas et les Acinetobacter. Les disques imprégnés des 
antibiotiques choisis sont alors placés sur le milieu à l’aide du distributeur automatique et le 
milieu incuber à 36+/-1°C pendant 4 à 5 jours minimum (photo 6). 
 
 
 
Photo 6 : Antibiogramme (milieu BCYE) : souche de Legionella pneumophila serogroupe 1 . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Azithromycine 
Erythromycine 
Clarithromycine 
Clindamycine 
a b
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2.2.3.2 E-Test 
 
Pour certaines souches d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella des tests 
complémentaires de sensibilité aux antibiotiques appelés E-Tests ont été effectués.  
 
Les E-Tests sont des bandelettes en plastique non poreuses le long desquelles 15 valeurs 
de concentrations minimales inhibitrices (CMI) pour un antibiotique donné y sont calibrées.  
Un gradient prédéfini d’antibiotique est fixé sur la face de la bandelette opposée à l’échelle 
imprimée des CMI. Cette face sera celle mise en contact direct avec le milieu agarisé, 
ensemencé avec la souche à tester. L’antibiotique en contact avec l’agar diffusera en 
recréant le gradient prédéfini dans le milieu de culture. La bactérie ensemencée poussera en 
formant une zone d’inhibition de croissance elliptique.  
La valeur lisible à la zone d’intersection entre la bandelette et l’ellipse de croissance 
bactérienne correspondra à la concentration minimale inhibitrice de l’antibiotique donné, 
exprimée en µg/ml (photo 7). L’interprétation des valeurs des CMI lues sur la bandelette est 
effectuée, comme pour les antibiogrammes, en référence aux tables de référence édictées 
par le CLSI. Ces tables sont ajournées presque annuellement (annexe 7.4).  
 
 
 
 
 
 
Photo 7 : E-tests : a, Aeromonas isolé des eaux assainies sortant de la station d’épuration 
de Airolo (milieu MH) ; b, Legionella pneumophila serogroupe 1 (milieu GVPC).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pour les E-Tests, les milieux utilisés, les modes de préparation, d’ensemencement et 
d’incubation respectivement des souches d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella 
sont les mêmes que ceux mis en place pour effectuer un antibiogramme. 
 
 
 
 
 
 
 
 
a b 
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2.2.4 Méthodes moléculaires pour l’analyse quantitative et 
qualitative des populations microbiennes considérées 
2.2.4.1 Hybridation in situ 
 
 
Dans le cadre de cette étude, l’hybridation in situ (HIS) a été utilisée, d’une part pour 
identifier les souches suspectées appartenir au genre Acinetobacter, et d’autre part pour 
dénombrer les populations des genres Aeromonas, Acinetobacter et Legionella présentes 
dans les différents prélèvements hydriques effectués, y compris dans les boues activées de 
la phase biologique des stations d’épuration.  
 
Le dénombrement des colonies par la méthode de bactériologie classique de mise en 
culture, nous fournit uniquement le nombre d’unité bactérienne capable de former des 
colonies. Les bactéries viables, mais non cultivables ne sont, alors, pas considérées et une 
sous-estimation de la population en résulte. 
L’HIS avec des sondes oligonucléotidiques spécifiques pour les trois genres bactériens 
considérés et marquées au Cy3 (fluorescentes sous la longueur d’onde d’excitation de 552 
nm, lumière verte) permet de mettre en évidence à la fois les cellules viables, mais non 
cultivables, ainsi que les cellules en phase de mort cellulaire. En parallèle à l’utilisation de 
ces sondes, la coloration DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochloride monohydrate) 
effectuée sur chacun des échantillons a permis de dénombrer la population bactérienne 
totale présente dans les divers prélèvements. Ce colorant possède effectivement la propriété 
de s’intercaler dans la double hélice d’ADN et de produire une fluorescence à une longueur 
d’onde d’excitation équivalente à 365 nm (lumière UV). 
Le dénombrement et les pourcentages des trois genres bactériens considérés pour cette 
étude, ainsi que la communauté bactérienne totale présente ont pu être déterminés.  
 
Les volumes filtrés et fixés selon le protocole (annexe 7.6) pour chacun des échantillons ont 
été choisis et adaptés en fonction, à la fois, de la charge microbiologique attendue et de la 
charge organique présente. Ainsi, 20 ml ont été fixés et filtrés pour les échantillons hydriques 
provenant des fleuves ou des lacs, 10 ml ou 5 ml pour les échantillons provenant des eaux 
usées des hôpitaux et 2 ml pour les échantillons prélevés à l’entrée de la station d’épuration 
de Airolo. Enfin, 1 ml d’une dilution 1 à 10, ce qui équivaut à un volume de 100 µl, ont été 
filtrés et fixés pour les échantillons prélevés dans les boues activées de la phase biologique 
des stations d’épuration. Les filtres (Millipore) utilisés possèdent une porosité de 0.2 µm et 
un diamètre de 25 mm.  
La liste des échantillons fixés en vue de l’analyse quantitative par HIS, ainsi que les volumes 
filtrés sont résumés dans le tableau 15. 
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Tableau 15 : Liste des échantillons filtrés et fixés en vue de l’analyse quantitative par HIS. 
 
 
Dates Lieux d’échantillonnage Nom de l’échantillon ml filtrés 
4.03.2002 Hôpital Civico (TI), avant la chloration A - Civico Prima 10 ml 
4.03.2002 Hôpital Civico (TI), après la chloration B - Civico Dopo 10 ml 
4.03.2002 Hôpital Italiano (TI) C - Italiano 10 ml 
4.03.2002 Hôpital Universitaire de Zurich,  Réservoir A D - Unispital 10 ml 
4.03.2002 Hôpital Universitaire de Zurich,  Réservoir B E - Unispital 10 ml 
7.06.2002 Hôpital Italiano (TI) ITAL 10 ml 
7.06.2002 Hôpital Civico (TI), avant la chloration CP - CH 5 ml 
7.06.2002 Hôpital Civico, après la chloration (TI) CD - CH 10 ml 
12.06.2002 Hôpital Universitaire de Zurich,  eau du robinet ZHTW 10 ml 
12.06.2002 Hôpital Universitaire de Zurich,  Réservoir A ZH - A 5 ml 
14.06.2002 Hôpital Universitaire de Zurich,  Réservoir B ZH - B 10 ml 
17.06.2002 Eaux souillées entrant dans la STEP de Airolo (TI) SP 1 2 ml 
17.06.2002 Eaux assainies sortant de la STEP de Airolo (TI) SD 2 2 ml 
17.06.2002 Fleuve Ticino, en amont de la STEP de Airolo (TI) TP 3 20 ml 
17.06.2002 Fleuve Ticino, en aval de la STEP de Airolo (TI) TD 4 20 ml 
19.08.2002 Hôpital Universitaire de Zurich,  Réservoir B SBZH 5 ml 
17.09.2002 Fleuve Ticino, en amont de la STEP de Airolo (TI) TP fixé 5 ml 
17.09.2002 Fleuve Ticino, en aval de la STEP de Airolo (TI) TD fixé 5 ml 
17.09.2002 Eaux souillées entrant dans la STEP de Airolo (TI) SAP fixé 2 ml 
17.09.2002 Eaux assainies sortant de la STEP de Airolo (TI) SAD fixé 2 ml 
16.10.2002 Hôpital Universitaire de Zurich,  Réservoir B WWZH fixé 10 ml 
8.09.2005 Fleuve Vedeggio (TI) Vedeggio 20 ml 
8.09.2005 Lac Ceresio, Figino (TI) Ceresio 20 ml 
8.09.2005 Lac Ceresio, Barbengo (TI) Barbengo 20 ml 
8.09.2005 Eau du robinet, Cassarate, Lugano (TI) Acqua rubinetto 20 ml 
8.09.2005 Lac de Cadagno, Val Piora (TI) Cadagno 20 ml 
8.09.2005 Ruisseau effluent du Lac de Cadagno (TI) Fiumicello Charly 20 ml 
23.08.2004 STEP de Airolo (TI) mini STEP Airolo T0  0.1 ml 
24.08.2004 STEP de Airolo (TI) mini STEP Airolo T12  0.1 ml 
08.11.2004 STEP de Airolo (TI) mini STEP Airolo ˝T0˝ blanc  0.1 ml 
09.11.2004 STEP de Airolo (TI) mini STEP Airolo ˝T12˝ blanc 0.1 ml 
14.12.2004 STEP de Airolo (TI) mini STEP Airolo T0  0.1 ml 
15.12.2004 STEP de Airolo (TI) mini STEP Airolo T12  0.1 ml 
01.02.2005 STEP de Bioggio (TI) mini STEP Bioggio T0 0.1 ml 
02.02.2005 STEP de Bioggio (TI) mini STEP Bioggio T12 0.1 ml 
12.07.2005 STEP de Bioggio (TI) mini STEP Bioggio ˝T0˝ blanc 0.1 ml 
13.07.2005 STEP de Bioggio (TI) mini STEP Bioggio˝T12˝ blanc 0.1 ml 
 
STEP : station d’épuration 
TI : Tessin 
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Les échantillons provenant des lieux hydriques contaminés et riches en matière organique 
peuvent présenter des amas bactériens compactes, visibles après simple coloration DAPI. 
Ces agrégats engendrent principalement trois inconvénients majeurs : la difficulté, voire 
l’impossibilité de distinguer les bactéries singulières, la difficulté de repérer les bactéries 
positives pour la sonde à l’intérieur d’un amas et enfin, le manque d’uniformité dans la 
répartition des bactéries sur la surface à examiner. Le comptage des cellules bactériennes 
de l’échantillon est perturbé et le risque d’une sous-estimation ou d’une surestimation 
quantitative existe. 
 
Pour pallier à ce problème, le recours à un sonificateur à aiguille (Bandelin Sonoplus, HD 
2070) et la dilution des échantillons sonifiés dans une solution de pyrophosphate (annexe 
7.2) ont été effectués. Le pyrophosphate est, en effet, connu pour contribuer à désagréger 
les amas bactériens (Hanh et al., 1992). Ainsi, 100 µl des échantillons filtrés et fixés et 
présentant des agrégats à la coloration DAPI ont été prélevés et sonifiés sur glace pendant 
10 secondes. Afin de travailler stérilement, l’aiguille du sonificateur a été nettoyée, avant et 
après chaque utilisation, avec de l’éthanol à 70 % (annexe 7.2). 
 
Le protocole d’hybridation in situ, ainsi que les solutions utilisées sont décrites dans l’annexe 
7.6. Aucune modification et / ou adaptation de ce protocole n’ont été nécessaires. 
Les sondes oligonucléotidiques utilisées, marquées au fluorochrome Cy3 et spécifiques pour 
chacun des trois genres bactériens considérés, sont décrites dans le tableau 16. 
 
 
 
Tableau 16 : Sondes oligonucléotidiques utilisées pour les trois genres bactériens 
considérés. 
 
 
Sondes Spécificité Séquence 5’-3’ Site cible (position sur l’ARNr) % Fa 
Aer 66 Aeromonas sp. -CTA CTT TCC CGC TGC CGC- 16S ARNr (66-83) 35 % 
ACA Acinetobacter calcoaceticus. -ATC CTC TCC CAT ACT CTA- 16S ARNr (652-669) 35 % 
ACA new Acinetobacter sp. -ATC CTC TCC CAY ACT CTA- 16S ARNr (652-669) 35 % 
ACA comp Legionella sp. -ACC CTC TCC CAT ACT CGA- 16S ARNr (652-669) 35 % 
LEG 434 Legionella sp. -CTC CTC CCC ACT GAA AGT- 16S ARNr 35 % 
LEG 705 Legionella sp. -CTG GTG TTC CTT CCG ATC- 16S ARNr (705-722) 20 % 
LEG pne 1 Legionella pneumophila serogroupe 1 -ATC TGA CCG TCC CAG GTT- 16S ARNr  20% 
 
Fa : Formamide 
 
 
La sonde Aer66 a été choisie pour dénombrer les bactéries appartenant au genre 
Aeromonas. Cette dernière a été décrite dans la littérature et employée avec succès pour la 
caractérisation des cette communauté bactérienne dans les boues activées (Kämpfer et al., 
1996). Le site cible de la sonde Aer66 se trouve en position 66 à 83 du 16S ARNr. L’espèce 
Aeromonas schubertii n’hybride, cependant, pas avec cette dernière. 
 
La sonde oligonucléotidique ACA genre spécifique hybride en position 652 à 669 sur la 
molécule 16S ARNr d’Acinetobacter calcoaceticus. Elle a été initialement développée pour 
investiguer, in situ, le rôle des Acinetobacter spp. dans l’élimination aérobique et 
anaérobique du phosphate biologique dans des systèmes de traitement par les boues 
activées (Wagner et al., 1994). Les espèces positives pour la sonde ACA sont citées dans le 
tableau ci-dessous (tableau 17). 
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Tableau 17 :  Souches d’Acinetobacter positives pour la sonde ACA.  
Source : Wagner et al., 1994. 
 
Géno-espèces Micro-organismes Souches 
1 Acinetobacter calcoaceticus LMG 1046T 
2 Acinetobacter baumanii LMG 1041T 
3 Acinetobacter sp. ATCC 19004 
4 Acinetobacter haemolyticus LMG 996T 
5 Acinetobacter junii LMG 998T 
6 Acinetobacter sp. ATCC 17979 
7 Acinetobacter johnsonii LMG 999T 
8 Acinetobacter lwoffii LMG 1029T 
9 Acinetobacter sp. ATCC 9957 
10 Acinetobacter sp. ATCC 17924 
11 Acinetobacter sp.  ATCC 11171 
12 Acinetobacter radioresistens LMG 10613T 
13 Acinetobacter sp. ATCC 17905 
13 Acinetobacter sp. ATCC 17903 
14 Acinetobacter sp. 382 (8) 
14 Acinetobacter sp. 71 (37) 
15 Acinetobacter sp.  78 (8) 
15 Acinetobacter sp. 151a (37) 
16 Acinetobacter sp. ATCC 17988 
17 Acinetobacter sp. 942 (8) 
 
 
A l’aide du programme Clustal W, un alignement de séquences 16S ARNr de souches 
d’Acinetobacter et de la sonde oligonucléotidique ACA a permis de vérifier la spécificité de 
cette sonde et de créer, par simple modification d’un nucléotide, une nouvelle sonde 
complémentaire à un plus grand nombre de souches d’Acinetobacter de référence. La 
nouvelle sonde créée par la modification du nucléotide Thymine (T) en position 652 par un 
nucléotide Y (nucléotide Thymine (T) ou Cytosine (C)) a été appelée ACAnew. Comme pour 
la sonde ACA, la sonde ACAnew a démontré posséder une bonne astringence et un signal 
optimal d’hybridation à un pourcentage de formamide égal à 35%. 
 
Divers essais d’hybridation in situ effectués sur des souches pures de Legionella 
pneumophila, resuspendues dans une solution physiologique de NaCl et fixées selon le 
protocole d’HIS, ont montré qu’à ce même pourcentage de formamide et jusqu’à des 
pourcentages s’élevant à 60%, les sondes ACA et ACAnew hybridaient et donnaient un 
signal positif pour les Légionelles. La recherche d’une sonde compétitrice, à utiliser en 
concomitance avec les sondes marquées ACA et ACAnew, s’est alors avérée nécessaire, 
afin d’éviter une hybridation aspécifique de la sonde pour Acinetobacter avec les bactéries 
du genre Legionella.  
En utilisant le programme EMBL (www.ebi.ac.uk) FASTA 3, un alignement entre les 
séquences 16S ARNr de diverses souches choisies de Legionella (tableau 18) et les 
séquences des sondes ACA (et ACAnew) a permis de voir que, mis à part 2 Thymines, une 
à l’extrémité 5’ en position 653, et une à l’extrémité 3’ en position 668, la séquence interne 
de la sonde ACA était complémentaire à la séquence nucléotidique en région 651 à 669 du 
16S ARNr des Legionella.  
Une sonde compétitrice non marquée, nommée ACAcomp, contenant une Cytosine en 
position 653 et une Guanine en position 658, et 100% complémentaire à la région 
nucléotidique concernée du 16S ARNr des Legionella a été alors dessinée.  
 
Lors d’un dénombrement par HIS de la population d’Acinetobacter présente dans un 
échantillon donné, la sonde compétitrice non marquée ACAcomp, de part sa 
complémentarité exacte, occupera plus rapidement la région concernée du 16S ARNr des 
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Légionelles que les sondes ACA ou ACAnew. Ce faisant, tout attachement des sondes 
spécifiques au genre Acinetobacter sur les Legionella est empêché et le signal positif après 
hybridation concernera uniquement les bactéries appartenant au genre ciblé.  
 
 
Tableau 18 : Souches de Legionella hybridant avec les sondes ACA et ACAnew. 
 
 
Micro-organismes Code EMBL Séquence 16S ARNr (longueur pb) 
Legionella sp. IY2 AB058907 1508 
Legionella sp. IUA36 AB058908 1507 
Legionella sp. IA55 AB058909 1508 
Legionella sp. II29 AB058910 1507 
Legionella sp. IUB43 AB058911 1508 
Legionella sp.OY6 AB058914 1506 
Legionella sp.OUA34 AB058915 1507 
Legionella sp.OUA32 AB058916 1507 
Legionella sp. ATCC700511 AF122882 1399 (seq. partielle) 
Legionella gresilensis AF122883 1436 (seq. partielle) 
Legionella beliardensis AF122884 1470 (seq. partielle) 
Legionella pneumophila subsp.pascullei AF122885 1454 (seq. partielle) 
Legionella waltersii AF122886 1447 (seq. partielle) 
Legionella dumoffii AF129522 1438 (seq. partielle) 
Legionella pneumophila CA1 AF129523 1454 (seq. partielle) 
Legionella pneumophila E5C1 AF129524 1432 (seq. partielle) 
Legionella maceachernii AF227161 1474 (seq. partielle) 
Legionella micdadei AF227162 1457 (seq. partielle) 
Legionella anisa ATCC 35292 X73394 1467 
Legionella brunensis 441-1 Z32636 1473 
Legionella brunensis  X73403 1468 
Legionella bozemanii M36031 1467 
Legionella cherrii ATCC 35252 X73404 1467 
Legionella cincinatiensis ATCC 43753 X73407 1468 
Legionella dumoffii ATCC 33279 X73405 1467 
Legionella erythra SE-32A-C8 Z32638 1454 
Legionella feeleii ATCC 35072 X73395 1466 
Legionella gormanii LS 13 Z32639 1450 
Legionella hackeliae M36028 1473 
Legionella israelensis ATCC 43119 X73408 1466 
Legionella jordanis ATCC 33623 X73396 1469 
Legionella jamestowniensis ATCC 35298 X73409 1468 
Legionella lyticum  X97364 1481 
Legionella longbeachae M36029 1473 
Legionella maceachernii PX-1-G2-E2 Z32641 1447 
Legionella micdadei  M36032 1474 
Legionella oakridgenesis ATCC 33761 X73397 1467 
Legionella pneumophila sgp6 ATCC33215 X73402 1467 
Legionella pneumophila M59157 1544 
Legionella parisiensis U59697 1347 
Legionella pneumophila M36023 1474 
Legionella rubrilucens ATCC 35304 X73398 1468 
Legionella sainthelensis ATCC 35248 X73399 1467 
Legionella steigerwaltii ATCC 35302 X73400 1467 
Legionella sp. X97362 1507 
Legionella sp. X97357 1498 
Legionella sp. X97361 1464 
Legionella spiritensis M36030 1470 
Legionella tucsonensis 1087-AZ-H Z32644 1452 
Legionella wadsworthii ATCC 33877 X73401 1467 
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Initialement, deux sondes, LEG705 et LEGpne1, ont été retenues pour le dénombrement 
dans les échantillons des bactéries appartenant au genre Legionella. La sonde LEG705 a 
été développée et décrite pour la première fois par Fry et al. (1991). Elle est complémentaire 
à la région 16S ARNr de la plupart des membres de la famille des Legionellaceae et utilisée 
pour visualiser les Legionella pneumophila en suspension dans l’eau potable, ainsi que les 
Legionella spp. présentes dans des modèles de biofilms et à l’intérieur de protozoaires ciliés 
(Werner et al., 1995). La sonde LEGpne1 a été élaborée sur la base de l’analyse 
complémentaire de séquences de la région 16S ARNr dans le but de différencier les 
Legionella pneumophila, agent étiologique de la maladie du Légionnaire, des autres 
Legionella sp. (Grimm et al., 1998).  
 
Cependant, après vérification de la spécificité par alignement à l’aide du programme EMBL, 
FASTA 3, la sonde LEG705, bien qu’assez spécifique au genre Legionella, présente la 
capacité de s’hybrider également avec certaines espèces bactériennes appartenant au 
genre Pseudomonas, à savoir Pseudomonas iners et stanieri. Cette complémentarité de 
séquences avec certaines espèces du genre Pseudomonas s’avère être un inconvénient 
pour le dénombrement de Legionella dans des échantillons provenant des eaux usées des 
hôpitaux et suspectés contenir des bactéries du genre Pseudomonas en quantité non 
négligeable. Au contraire, la sonde LEGpne1, s’avère être trop spécifique à l’espèce 
Legionella pneumophilla et de ce fait n’hybride pas avec les autres espèces de ce genre 
bactérien.  
En conclusion, l’utilisation dans les échantillons hydriques d’origine hospitalière des sondes 
oligonucléotidiques LEG705 ou LEGpne1 pourrait engendrer, respectivement, soit une 
fausse surestimation des espèces du genre Legionella, soit, au contraire, unesous-
estimation quantitative des membres du genre Legionella présents. 
 
Pour palier à ces inconvénients, une nouvelle sonde oligonucléotidique appelée LEG434 a 
été dessinée au laboratoire et utilisée pour le dénombrement des Legionella.  
 
Toutes les sondes oligonucléotidiques utilisées (à l’exception de la sonde ACAcomp) ont été 
marquées à l’extrémité 5’ au Cy3 et synthétisées par Microsynth, Suisse. 
 
Quelque soit la sonde utilisée ou l’échantillon, le comptage des cellules positives doit refléter 
la situation réelle existant dans l’environnement original du lieu de prélèvement. Ainsi, afin de 
couvrir une surface de comptage représentative de l’échantillon, les cellules bactériennes 
fluorescentes ont été dénombrées sur la lame, le long du diamètre du puit. Au total 40 
champs ont été comptés pour chaque échantillon, pour chaque sonde et pour chaque DAPI 
considérés. 
Le nombre de bactéries par millilitre a été calculé à partir de la moyenne de bactéries par 
champ, de la surface du puit et de la grille de comptage (facteur F), des millilitres 
d’échantillon filtré, des millilitres utilisés pour remettre en suspension le filtrat et enfin des 
millilitres déposés sur le puit (figure 11). Le facteur F, ou en d’autre terme le facteur champ, 
correspond au nombre de champs qui peuvent être comptés pour chaque membrane. Il 
dépend du type de microscope utilisé et de l’objectif. Pour le microscope à épifluorescence 
ZEISS AXIOLAB, HBO 50, utilisé pour tous les dénombrements et pour l’objectif 100, cette 
valeur est égale à 1872.45. 
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Figure 11 : Equations pour le calcule du Facteur F et pour le nombre de bactéries par 
millilitre présentes dans l’échantillon analysé. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le signal émis par excitation du fluorochrome Cy3, marquant les sondes oligonucléotidiques 
spécifiques, diminue rapidement dès exposition à la lumière. Ainsi, après hybridation, 
lorsque les dénombrements des cellules bactériennes marquées et de la communauté 
bactérienne totale ont été possibles sur un même puit, les bactéries marquées (sonde) ont 
été dénombrées prioritairement à la communauté microbienne totale (DAPI). 
En revanche, pour certains échantillons, comme par exemple les eaux usées des hôpitaux 
ou les boues activées des stations d’épuration, la charge bactérienne totale s’est avérée si 
élevée que les dilutions permettant le comptage avec les sondes était insuffisantes pour 
permettre également le dénombrement au DAPI. Dans ce cas, la communauté bactérienne 
totale présente a été comptée séparément aux bactéries appartenant aux trois genres 
considérés. 
 
 
 
 
2.2.4.2 DGGE 
 
Lors de ce travail, la DGGE (électrophorèse sur gel en gradient de dénaturation) a été 
utilisée pour étudier les influences éventuelles engendrées par l’addition d’un mélange 
d’antibiotiques sur les communautés microbiennes des boues activées des stations 
d’épuration de Airolo et de Bioggio. La DGGE a également permis de comparer entre eux les 
profils moléculaires obtenus pour les populations bactériennes caractérisant les deux 
stations d’épuration. 
 
Certains kits spécifiques pour l’extraction d’ADN à partir d’échantillons de sédiment et de sol 
existent et sont utilisés avec succès (FastDNA ® SPIN KIT for Soil, Qbiogene, SoilMaster TM 
DNA Extraction Kit, Epicentre, Inotech AG). 
Les boues activées de la phase biologique des stations d’épuration, bien que d’apparence 
proche, sont cependant différentes des sols et des sédiments par au moins trois aspects : la 
densité de la biomasse, la faible teneur en acide humique et surtout la présence d’un 
agrégat ou floc bactérien (Yu et Mohn, 1999). Ces raisons ont motivés la recherche dans la 
littérature de méthodes d’extraction plus adaptées aux boues activées.  
Ainsi, pour extraire l’ADN à partir des échantillons des boues activées congelées à -20°C, la 
méthode utilisée met à profit à la fois les moyens et techniques mis à disposition dans notre 
laboratoire et les méthodes décrites principalement dans trois publications (Yu et Mohn, 
1999 ; Bourrain et al., 1999 ; Purohit et al., 2003). La méthode mise en place combine ainsi, 
(i) une agitation en présence de mini-billes de verres stériles de 1 mm de diamètre, efficace 
pour briser les flocs ou agrégats et les cellules bactériennes, (ii) une lyse externe des 
F =  Surface des puits 28.274 mm2
Surface grille 0.0151 mm2
= 1872.45 
Bactéries / ml = 
moyenne des bactéries par champ x 1872.45 
ml déposés 
X  
ml resuspendus 
ml filtrés 
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cellules grâce à un tampon de lyse (Roche, MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit) 
et (iii) l’extraction automatique avec appareil Magna Pure (Roche, MagNA Pure LC 
Instrument). 
Afin de vérifier le bon déroulement de l’extraction de l’ADN, un contrôle négatif et positif, 
subissant parallèlement aux échantillons toutes les différentes étapes du protocole ont été 
incorporés.  
 
Le protocole détaillé d’extraction de l’ADN utilisé pour ce travail est décrit dans l’annexe 7.6. 
 
Afin d’éviter l’inhibition de la réaction de polymérase en chaîne (PCR) due à la présence 
d’impuretés dans les boues activées, des dilutions dans de l’H2O stérile filtrée (H2O Quiagen) 
des échantillons d’ADN génomique extrait ont été effectués avant la PCR. Des dilutions 
comprises entre 1 :10 et 1 :50 ont permis d’amoindrir les impuretés inhibitrices présentes 
dans les échantillons d’ADN provenant des boues activées de la station d’épuration de 
Airolo. En revanche, une simple dilution de 1 :10 de l’ADN extrait des boues activées de 
Bioggio s’est avérée suffisante pour permettre le bon déroulement de la PCR. 
 
Le fragment d’intérêt du gène codant pour le 16S ARNr n’a pu être obtenu qu’à la suite de 
deux étapes consécutives : une première PCR avec les amorces UniL et UniR et une nested 
PCR avec les amorces EUB-338F-GC-clamp et 518R. Les conditions utilisées pour effectuer 
la PCR et la nested-PCR (mix, programme PCR, gel d’agarose, conditions de migration de 
l’électrophorèse et coloration) sont décrites dans l’annexe 7.6.  
 
L’amplicon obtenu a ensuite été purifié et l’ADN quantifié. En effet, 180 ng d’ADN doivent 
être chargés dans chaque puit du gel DGGE, afin d’assurer un bon déroulement de 
l’expérience. Les protocoles suivis pour la purification de l’amplicon et pour la quantification 
de l’ADN amplifié et utilisé pour la DGGE sont référés dans l’annexe 7.6.  
 
La DGGE a été effectuée pour une durée totale de 16 heures, à un voltage maintenu à 
100V, à une température constante de migration de 60°C et dans des gradients de 
dénaturation instaurés dans le gel compris entre 30 et 55%. Ces conditions ont permis 
d’obtenir une bonne séparation des fragments PCR. L’appareil DGGE utilisé est le modèle 
BIO-RAD ModèleDCode TM System.  
 
Le protocole détaillé du déroulement de la DGGE est décrit dans l’annexe 7.6. 
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2.2.5 Essais d’induction de résistances in vitro  
Afin d’évaluer si les concentrations d’antibiotiques détectables dans l’environnement 
hydrique peuvent modifier le profil de résistance des bactéries, certaines souches d’origine 
clinique et environnementale d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella (initialement 
sensibles aux antibiotiques testés) ont été exposées, in vitro, aux concentrations 
d’antibiotiques pouvant être mesurées dans les eaux usées des hôpitaux. Dans un premier 
temps, les essais d’induction de résistances in vitro ont été effectués par exposition à des 
concentrations variables d’un unique antibiotique et dans un deuxième temps par exposition 
à un mélange de concentrations croissantes de trois antibiotiques. 
Les antibiotiques utilisés, soit individuellement, soit en mixture sont la ceftriaxone (Sigma), la 
ciprofloxacine (Fluka) et l’érythromycine (Sigma). 
 
Au cours des essais d’induction de résistances in vitro avec exposition à un unique 
antibiotique, les souches d’Aeromonas ont été exposées à des concentrations croissantes 
de ciprofloxacine équivalentes à 0.7µg/l, 7µg/l, 20µg/l, 45µg/l, 100µg/l, 200µg/l, 500µg/l, et 
1000µg/l. Les concentrations de ciprofloxacine qui ont pu être mesurées dans les eaux 
usées des hôpitaux au cours de ce travail sont celles inférieures ou égales à 20µg/l. 
Les souches d’Acinetobacter ont été exposées à 7µg/l, 14µg/l, 21µg/l, 100µg/l, 500µg/l, 
1000µg/l et 2000µg/l de ceftriaxone. Les concentrations environnementales hydriques de cet 
antibiotique détectées dans les eaux usées des hôpitaux sont celles égales ou inférieures à 
14µg/l.  
Enfin, les Legionella ont été exposées à des concentrations d’érythromycine équivalentes à 
0.4µg/l, 1µg/l, 4µg/l, 10µg/l, 30µgl, 60µg/, 90µg/l, 100µg/l, 300µg/l, 600µg/l et 1000µg/l. Les 
concentrations d’érythromycine trouvées dans les eaux usées des hôpitaux sont celles 
comprises entre 0.4µg/l et 4µgl.  
 
Au cours des essais d’induction de résistances in vitro, avec exposition à un mélange 
d’antibiotiques, les mêmes souches d’Aeromonas et d’Acinetobacter d’origine clinique et 
environnementale ont été exposées à des concentrations variées de ceftriaxone, de 
ciprofloxacine et d’érythromycine. Les concentrations utilisées pour l’exposition mixte in vitro 
sont détallées dans le tableau ci-dessous (tableau 19) : 
 
 
 
Tableau 19 : Concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine utilisées 
pour les essais d’induction de résistances in vitro par exposition au mélange 
d’antibiotiques. 
 
 
Essais d’induction [Ceftriaxone] [Ciprofloxacine] [Erythromycine] 
Contrôle négatif 0 µg/l 0 µg/l 0 µg/l 
1ère exposition 7 µg/l 7 µg/l 0.4 µg/l 
2ème exposition 14 µg/l 20 µg/l 1 µg/l 
3ème exposition 21 µg/l 45 µg/l 4 µg/l 
4ème exposition 100 µg/l 100 µg/l 10 µg/l 
5ème exposition 500 µg/l 200 µg/l 30 µg/l 
6ème exposition 1000 µg/l 500 µg/l 60 µg/l 
7ème exposition 2000 µg/l 1000 µg/l 100 µg/l 
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A titre indicatif, les valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des antibiotiques 
testés pour les trois genres bactériens considérés sont résumées dans le tableau ci-dessous 
(tableau 20) : 
 
 
Tableau 20  : Valeurs des CMI (en référence aux normes CLSI). 
 
 
CMI (µg/ml) Bactéries - Antibiotiques S I R 
Aeromonas - Ceftriaxone ≤ 8 16-32 ≥ 64 
Aeromonas - Ciprofloxacine ≤ 1 2 ≥ 4 
Aeromonas - Erythromycine nt nt nt 
Acinetobacter - Ceftriaxone ≤ 8 16-32 ≥ 64 
Acinetobacter - Ciprofloxacine ≤ 1 2 ≥ 4 
Acinetobacter - Erythromycine nt nt nt 
Legionella - Ceftriaxone nt nt nt 
Legionella - Ciprofloxacine nt nt nt 
Legionella - Erythromycine nt nt nt 
 
S     :    Sensible 
I       :   Intermédiaire 
R     :   Résistant 
nt     :   non testé 
 
 
Le principe de l’expérience est le suivant : dans leur milieu liquide de culture (TSB), les 
différentes souches d’Aeromonas et d’Acinetobacter choisies pour les expériences 
d’induction de résistances ont été exposées, pendant leur phase exponentielle de 
croissance, à / aux inducteur(s) pour une durée de 24 heures. Après cette première 
exposition, les colonies ont, soit été récupérées sur milieu agarisé (Mueller Hinton) sans 
antibiotique(s), soit réexposées 24 heures à la même concentration ou à une concentration 
plus élevée de l’antibiotique unique ou du mélange d’antibiotiques.  
Par comparaison à la souche parentale cultivée en absence de(s) inducteur(s) 
antimicrobien(s), les antibiogrammes et / ou les E-tests effectués, après chaque exposition, 
ont permis de mettre en évidence un éventuel changement dans le profil phénotypique de 
résistance des colonies exposées. 
 
L’inoculum de départ standardisé ayant servit à l’inoculation des milieux TSB additionnés 
d’antibiotique(s) a été préparé comme suit : 4 à 5 colonies d’Aeromonas ou d’Acinetobacter 
décongelées et repiquées sur AS ont été transférées dans 5 ml de TSB stérile et incubées à 
30°C pendant 3 à 5 heures, jusqu’à l’obtention d’une turbidité visible. 
Dans 5 ml de NaCl, l’inoculum a alors été ajusté à McFarland 0.5, soit à 1.5x108 UFC/ml. 1 
ml de cet inoculum a alors été pipetté dans 19 ml de bouillon TSB stérile (première bouteille 
sur la photo 8) et vortexé. A nouveau, 1 ml de cette préparation a été prélevé et transféré 
dans un deuxième milieu contenant également 19 ml de TSB stérile (deuxième bouteille sur 
la photo 8). L’inoculum final, ainsi préparé, équivaut alors à environ 1.25x106 UFC/ml. La 
mesure de la turbidité de cet inoculum a également été effectuée au spectrophotomètre 
(UV/VIS Spectrometer Lambda 2S, Perkin Elmer) et la valeur notée. 
 
1 ml de cet inoculum initial a été pipetté dans chaque éprouvette, contenant chacune 9 ml de 
TSB stérile additionné des concentrations croissantes de l’antibiotique unique ou du mélange 
des trois antibiotiques (éprouvettes sur la photo 8). Pour toutes les expériences effectuées, 
la première éprouvette inoculée correspond au contrôle négatif et ne contient, de ce fait, 
aucun antibiotique. Les éprouvettes suivantes contiennent chacune une concentration 
croissante de ou des inducteurs antimicrobiens testés. 
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Les éprouvettes inoculées ont alors été incubées en agitation à 30°C, pendant 24 heures. 
Après cette première exposition, 100 µl de chaque éprouvette ont, à leur tour, été inoculés 
sur une série de milieux MH ne contenant soit aucun antibiotique, soit contenant les mêmes 
palettes d’antibiotiques ayant déjà servi à une première exposition dans les milieux TSB 
(milieu MH sur la photo 8). 
Les milieux MH ont été incubés 24 heures à 30°C.  
 
La mesure de la turbidité obtenue après 24 heures de croissance dans les milieux TSB a été 
mesurée au spectrophotomètre (UV/VIS Spectrometer Lambda 2S, Perkin Elmer) et notée. 
 
 
 
Photo 8 : Expérience d’induction de résistances in vitro. 
 
 
 
 
 
Cette inoculation sur milieu MH agarisé permet, d’une part, de dénombrer les colonies en 
nombres d’UFC/ml et, d’autre part, de récupérer les colonies survécues en vue de 
l’antibiogramme. Ainsi, l’effet des diverses concentrations d’antibiotiques a pu être évalué sur 
le taux de croissance de la souche et sur les profils de résistance obtenus avant et après 
exposition. 
 
Le charcoal contenu dans le milieu BCYE a la capacité d’absorber certains antibiotiques. 
L’érythromycine reste, cependant, active dans ce milieu et les essais d’induction de 
résistances de souches de Legionella à l’érythromycine ont, ainsi, pu être été effectués dans 
ce milieu contenant chacun une concentration croissante d’érythromycine. L’érythromycine 
ajoutée dans les milieux BCYE a été dissoute dans du DMSO (diméthyle sulfoxide).  
Les souches pures à tester, sensibles à l’érythromycine, ont été décongelées sur BCYE et 
incubées à 35°C. Dès apparition d’une légère croissance (environ 2 jours), un inoculum de 
McFarland 0.5 (1.5x108 UFC/ml) a été effectué dans une éprouvette de Suspensium Medium 
(bioMérieux). Par dilutions sériées, l’inoculum a alors été porté à 1.5x103 et 1.5x102 UFC/ml. 
Ces deux dernières dilutions ont servit à inoculer à double les milieux BCYE contenant les 
diverses concentrations croissantes d’érythromycine. 
Après 5 à 6 jours d’incubation, la résistance à l’érythromycine des colonies récupérées a été 
évaluée par E-Test et la valeur des CMI obtenues comparées à la souche parentale témoin 
non exposée et initialement sensible. 
 
Les souches utilisées pour les expériences d’induction sont : 
• un Aeromonas veronii bv sobria isolé des eaux assainies sortant de la station 
d’épuration de Airolo (SAD A5) 
• un Aeromonas veronii bv sobria d’origine clinique (F596) 
• un Acinetobacter lwoffii isolé des eaux assainies sortant de la station d’épuration de 
Airolo (SADAc11) 
• un Acinetobacter lwoffii isolé d’un frotti oculaire (ACA20) 
• une Legionella pneumophila serogroupe 1 isolée de l’eau potable (L523) 
• une Legionella pneumophila serogroupe 1 isolée d’un patient infecté (L444) 
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2.2.6 Stabilité de la résistance induite 
Dans le but d’évaluer si la résistance ou la diminution de la sensibilité engendrées suite aux 
diverses expériences d’induction de résistances in vitro sont stables et perdurent dans le 
temps, certaines souches d’Aeromonas et d’Acinetobacter présentant, après exposition, un 
profil de résistance différent par rapport à la souche parentale témoin, ont été repiquées 
toutes les 24 heures sur milieu MH sans antibiotiques pendant 10 jours.  
Toutes les 24 heures de croissance, le profil de résistance face aux 12 antibiotiques testés 
pour cette étude a été effectué et comparé en vue de détecter un éventuel retours à la 
sensibilité initiale en l’absence de ou des inducteur(s) antimicrobien(s). 
 
 
 
2.2.7 Essais d’induction de résistances in situ 
Afin de vérifier si les concentrations d’antibiotiques détectables dans les eaux usées des 
stations d’épuration pourraient jouer un rôle dans la sélection de souches d’Aeromonas, 
d’Acinetobacter et de Legionella résistantes, des expériences d’induction in situ, simulant les 
conditions existantes dans un tel environnement, ont été effectuées. Pour cela un bio 
réacteur modélisant la phase biologique du traitement des eaux des stations d’épuration a 
été utilisé (photo 9).  
Les boues activées qui ont servis au fonctionnement du bio réacteur ont été récoltées soit 
dans la station d’épuration de Airolo, soit dans celle de Bioggio. 
 
 
 
Photo 9 : Bio réacteur utilisé pour les expériences d’induction de résistances in situ. 
 
 
 
 
 
 
Le principe de l’expérience a été de comparer l’effet de l’addition dans le bio réacteur d’un 
mélange de ceftriaxone (Sigma), de ciprofloxacine (Fluka) et d’érythromycine (Sigma) sur le 
profil de résistance de souches d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella isolées des 
boues activées remplissant le modèle. 
L’effet de l’addition et de l’exposition au mélange d’antibiotiques sur les trois populations 
considérées, ainsi que sur la population microbienne totale a pu également être étudié 
quantitativement grâce à l’hybridation in situ. 
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Enfin, la DGGE effectuée sur l’ADN totale extrait de la communauté microbienne des boues 
activées a été utilisée pour analyser qualitativement les changements éventuels engendrés 
par l’exposition aux antibiotiques et pour visualiser la diversité des populations microbiennes 
dominantes dans les boues activées provenant des deux stations d’épuration.  
 
Ces essais d’induction de résistances in situ sont caractérisés par différentes étapes :  
 
Sur le lieu d’échantillonnage, environ 9 litres de boues activées ont été prélevées dans des 
bouteilles stériles. Les paramètres physico-chimiques incluant le pH, la température et le 
taux d’oxygène régnant dans les boues activées des stations d’épuration au moment du 
prélèvement ont été mesurés à l’aide de sondes portables (modèle SenTix, WTW) et notés. 
 
De retour au laboratoire, le bio réacteur a été rempli avec 6 litres de boues activées et le 
moteur d’agitation, ainsi que la pompe assurant la ventilation mis en route. La phase 
aqueuse et la biomasse des trois litres restant ont été séparés par filtration (filtres Schleicher 
& Schuell MicroScience, 595 ½, diamètre 185 mm) et stockés à -20°C en vue de la 
quantification chimique de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine présents au 
moment du prélèvement.  
 
Les souches d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella ont été isolées directement des 
boues activées remplissant le bio réacteur et la détermination de leur profil de résistance aux 
12 antibiotiques effectuée. Ce moment a été appelé T0 (temps d’exposition aux antibiotiques 
0h00).  
 
A T0, 0.1 ml de boues activées ont également été filtrés et fixés en vue du dénombrement, 
par hybridation in situ, de la population des trois genres bactériens considérés et de la 
population microbienne totale présente (chapitre 2.2.4.1). 
Parallèlement, deux fois 50 ml de boues activées ont été récoltées dans deux tubes Falcon 
stériles et congelés à -20°C. Ces échantillons ont servi, ultérieurement, à l’étude moléculaire 
de la diversité microbienne présente dans ce type d’environnement par la méthode de la 
DGGE (chapitre 2.2.4.2). 
 
Suite à ces manipulations, un mélange de 30 µg/l de ceftriaxone, de 0.5 µg/l de 
ciprofloxacine et 0.15 µg/l d’érythromycine, concentrations pouvant être détectables dans un 
tel environnement (Giger et al., 2003), a été ajouté stérilement dans le bio réacteur. Le bio 
réacteur a alors été maintenu en fonction pendant 12 heures. 
 
Les 12 heures d’exposition passée (T12), les paramètres physico-chimiques ont été relevés 
au laboratoire, notés et comparés avec ceux obtenus au moment du prélèvement. 
L’évolution du pH, de la température et du taux d’oxygène dans le modèle a pu ainsi être 
suivie.  
 
Pour pouvoir analyser l’effet de l’exposition aux antibiotiques, les mêmes étapes effectuées 
au temps T0 ont été répliquées au temps T12.  
Ainsi, les profils de résistance aux 12 antibiotiques des souches isolées, l’analyse 
quantitative par les sondes oligonucléotidiques genre spécifique (HIS) et les différences 
qualitatives éventuelles des communautés microbiennes (DGGE) ont pu être comparés.  
Le tableau récapitulatif des échantillonnages effectués pour réaliser ces expériences 
d’induction de résistances in situ est présenté ci-dessous (tableau 21). 
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Tableau 21 : Expériences d’induction de résistances in situ : prélèvements effectués dans 
les stations d’épuration (STEP) de Airolo et de Bioggio. 
 
 
Dates Lieux Nom de l’échantillon 
23.08.04 mini STEP Airolo T0, du 23.08.04 
24.08.04 Airolo, boues activées mini STEP Airolo T12, du 23.08.04 
8.11.04 mini STEP Airolo T0, du 8.11.04 
9.11.04 Airolo, boues activées mini STEP Airolo T12, du 8.11.04 
14.12.04 mini STEP Airolo ˝T0˝, du 14.12.04 
15.12.04 Airolo, boues activées mini STEP Airolo ˝T12˝, du 14.12.04 
1.02.05 mini STEP Bioggio T0, du 1.02.05 
1.02.05 Bioggio, boues activées mini STEP Bioggio T12, du 1.02.05 
12.07.05 mini STEP Bioggio ˝T0˝, du 12.07.05 
13.07.05 Bioggio, boues activées mini STEP Bioggio ˝T12˝, du 12.07.05 
 
 
 
 
2.2.8 Analyses chimiques 
Les analyses chimiques quantitatives des résidus d’antibiotiques dans les échantillons 
provenant des eaux usées des hôpitaux ont été effectuées à l’Institut Fédéral de l’Eau de 
Dübendorf (EAWAG-ETH, Suisse) par le groupe du Prof. Dr. Giger. Les agents anti-
microbiens quantifiés comprennent notamment des bêta-lactames (amoxicilline, cefaclor, 
ampicilline, céfuroxime, céfazoline, cefprozil, piperacilline, pénicilline G, pénicilline V, 
cloxacillin et flucloxacilline), des quinolones (ciprofloxacine et norfloxacine) et enfin des 
macrolides (clarithromycine, érythromycine et roxithromycine). 
Les concentrations considérées pour l’élaboration de cette étude, sont celles de la 
ciprofloxacine et de l’érythromycine. 
 
Dans une étape successive, les analyses chimiques quantitatives des résidus de ceftriaxone, 
de ciprofloxacine et d’érythromycine dans la phase aqueuse et la biomasse des boues 
activées des stations d’épuration ont été effectuées par le groupe du Prof. Dr. Sacher 
(DVGW – Technologiezentrum Wasser (TZW), Karlsruhe, Allemagne).  
 
 
 
 
2.2.9 Détection et caractérisation des intégrons de classe 1 
La fréquence de la présence des intégrons de classe 1 chez les souches d’Aeromonas et 
d’Acinetobacter isolées au cours de cette étude a été évaluée. 
 
L’ADN total de 543 cultures pures d’Aeromonas et de 316 cultures pures d’Acinetobacter a 
été extrait par ébullition pendant 10 minutes. 
La présence d’intégrons dans le lysa bactérien obtenu a été investiguée par la réaction de 
polymérase en chaîne (PCR). 
 
Les amorces spécifiques 3’CS et 5’CS ciblant les segments conservés des intégrons de 
classe 1 ont été utilisées (tableau 22). Ces amorces se lient en bordure des positions 
d’insertion des gènes cassettes. 
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Tableau 22 : Séquences, positions et références des amorces oligonucléotidiques 5’-CS et 
3’-CS utilisées pour le criblage par PCR des intégrons de classe 1. 
 
 
Amorces Séquences 5’-3’ Positions Références 
5’-CS - GGC ATC CAA GCA GCA AGC - 4925-4942  segment 5’ conservé Recchia et Hall, 1997 
3’-CS - TAG TCC AGT TCA GAC GAA - 8417-8436 segment 3’ conservé Recchia et Hall, 1997 
 
 
 
La détermination de la taille en paire de base des produits PCR après migration sur gel 
d’agarose a permis de vérifier l’absence d’amplicons, la présence d’intégrons vides 
(amplicons de 150 pb) ou encore la présence d’intégrons contenant un ou plusieurs gène(s) 
cassette(s) (amplicons supérieur à 150 pb). 
 
Le protocole détaillé et suivi pour la détection et la caractérisation des intégrons de classe 1 
est décrit dans l’annexe 7.6. 
 
Afin de caractériser les éventuels gènes de résistance aux antibiotiques insérés dans les 
intégrons, certains amplicons ont été séquencés (séquenceur automatique ABI Prism, Perkin 
Elmer Applied Biosystem). 
La séquence nucléotidique est déterminée grâce à l’utilisation du kit Cycle Sequencing using 
the ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit. 
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3. RÉSULTATS ET DISCUSSION 
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3. RESULTATS ET DISCUSSION 
3.1 Isolement des souches d’Aeromonas, d’Acinetobacter et 
de Legionella 
Au cours des 31 campagnes de prélèvement dans les différents environnements hydriques 
décrits précédemment, 1115 souches appartenant aux trois genres bactériens considérés, 
ont été isolées. Ce chiffre comprend un total de 747 souches d’Aeromonas, 363 souches 
d’Acinetobacter et 5 souches de Legionella.  
 
Dans le but d’élargir l’étude, 60 souches d’Aeromonas et 103 souches d’Acinetobacter 
provenant d’échantillons cliniques et appartenant à la collection de l’Institut Cantonal de 
Microbiologie (ICM, Bellinzona) ont été intégrées aux isolats. Les 60 souches d’Aeromonas 
d’origine clinique ont été principalement isolées de selles de patients infectés, de sang, de 
bile, de frottis urétral, de frottis conjonctifs, de ponction sternale provenant de patients avec 
symptomatologie infectieuse locale ou systémique. Les 103 souches d’Acinetobacter 
proviennent principalement de blessures superficielles et profondes infectées, de frottis 
vaginaux et de sperme, d’uricult, d’expectora, d’hémocultures ou encore de ponctions 
biliaires et de frottis oculaires.  
Enfin, 46 souches de Legionella provenant de la collection du Centre National de Référence 
pour Légionelles (CNRL-ICM, Bellinzona), comprenant 20 souches isolées de tours de 
refroidissement et 26 souches isolées d’échantillons cliniques, ont également été 
incorporées à cette étude.  
 
Les tableaux détaillés du nombre de souches isolées des trois genres bactériens au cours 
des différents échantillonnages sont présentés ci-dessous (tableaux 23, 24, 25, 26). 
 
 
 
 
Tableau 23 : Souches d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella isolées des eaux 
usées des hôpitaux Civico, Italiano et Universitaire de Zurich. 
 
Lieux Nombre d’échantillonnages 
Aeromonas 
isolés 
Acinetobacter 
isolés 
Legionella 
isolées 
Hôpital Civico, Lugano a) 2 52 19 0 
Hôpital Italiano, Lugano a) 2 49 30 0 
Hôpital Universitaire de 
Zurich, Réservoir A b) 2 12 30 0 
Hôpital Universitaire de 
Zurich, Réservoir B c) 3 55 2 0 
Total 9 168 81 0 
 
a) eaux usées des hôpitaux 
b) eaux usées des unités de radiologie, d’oncologie et des soins intensifs 
c) eaux usées des unités de pathologies 
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Tableau 24 : Souches d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella isolées des boues 
activées des stations d’épuration de Airolo et de Bioggio. 
 
 
Lieux Nombre d’échantillonnages 
Aeromonas 
isolés 
Acinetobacter 
isolés 
Legionella 
isolées 
STEP de Airolo, Tessin 3 119 99 0 
STEP de Bioggio, Tessin 2 184 67 5 
Total 5 303 166 5 
 
STEP station d’épuration 
 
 
Tableau 25 : Souches d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella isolées de 
l’environnement hydrique.  
 
Lieux Nombre d’échantillonnages 
Aeromonas 
isolés 
Acinetobacter 
isolés 
Legionella 
isolées 
Eaux usées entrant dans la 
STEP de Airolo  2 21 30 0 
Eaux assainies sortant de la 
STEP de Airolo 2 23 47 0 
Fleuve Ticino en amont de la 
STEP de Airolo 2 30 3 0 
Fleuve Ticino en aval de la 
STEP de Airolo 2 23 20 0 
Fleuve Vedeggio 1 29 8 0 
Lac Ceresio, Figino 1 30 1 0 
Lac Ceresio, Barbengo 1 27 1 0 
Lac de Cadagno 2 48 0 0 
Rivière effluente du Lac de 
Cadagno 2 45 0 0 
Total 15 276 110 0 
 
STEP station d’épuration 
 
 
Tableau 26 : Souches d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella isolées du réseau 
d’eau potable. 
 
Lieux Nombre d’échantillonnages 
Aeromonas 
isolés 
Acinetobacter 
isolés 
Legionella 
isolées 
Eau du robinet de l’hôpital 
Universitaire de Zurich 1 0 6 0 
Eau du robinet d’une 
habitation de Lugano 1 0 0 6 
Total 2 0 6 6 
 
 
 
Le nombre élevé de souches d’Aeromonas obtenues des divers prélèvements reflète la 
facilité et le bon fonctionnement de la méthode mise en place pour l’isolement de ces 
bactéries à partir d’échantillons environnementaux. L’isolement des bactéries du genre 
Acinetobacter et Legionella a, en revanche, été problématique et laborieux. En effet, et 
malgré les nombreux essais effectués, seules 5 souches de Legionella ont pu être isolées 
des boues activées de la phase biologique du traitement des eaux usées de la station 
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d’épuration de Bioggio. La flore bactérienne et fongique pouvant croître aisément et 
rapidement sur le milieu BCYE a représenté une gêne à la croissance lente et à la 
visualisation des colonies de Legionella. Les difficultés d’isolement des souches du genre 
Acinetobacter proviennent essentiellement du manque de sélectivité du milieu de culture 
utilisé, ainsi que de la morphologie comparable entre colonies appartenant au genre 
Acinetobacter et celles appartenant aux autres genre bactériens pouvant croître sur le milieu.  
 
L’isolement des souches à partir des environnements hydriques décrits a été entrepris 
uniquement dans le but d’obtenir une variété d’isolats bactériens. De ce fait, le nombre des 
souches isolées mentionné dans les différents tableaux ci-dessus ne reflète, en aucun cas, 
l’abondance relative des trois genres bactériens considérés dans les divers échantillonnages 
analysés.  
 
 
3.2 Analyse quantitative par HIS de la communauté 
bactérienne totale et des genres Aeromonas, 
Acinetobacter et Legionella présents dans les divers 
échantillonnages 
L’analyse quantitative par la méthode d’hybridation in situ, mettant à profit les sondes 
oligonucléotidiques genre spécifique, a été effectuée dans les échantillonnages ponctuels 
ayant servi à l’isolement des souches bactériennes. Ces dénombrements poursuivent 
l’objectif d’évaluer l’abondance relative des genres bactériens considérés et de la 
communauté bactérienne totale présente au moment de l’échantillonnage.  
 
Les résultats obtenus pour les divers prélèvements sont exposés dans les tableaux 27, 28, 
29 et 30.  
 
Tableau 27 : Dénombrements effectués dans les eaux usées des hôpitaux. 
 
Lieux d’échantillonnage Aer 66 ACA new Leg 434 DAPI 
Hôpital Civico, av. chloration (4.03.02) 1.3·104 3.21·103 1.39·103 4.37·106 
Hôpital Civico, ap. chloration (4.03.02) 6.07·103 2.64·103 0 4.94·106 
Hôpital Civico, av. chloration (7.06.02) 4.09·104 4.35·104 4.63·103 8.45·107 
Hôpital Civico, ap. chloration (7.06.02) 9.36·103 3.51·103 1.12·104 4.09·107 
Hôpital Italiano (4.03.02) 6.63·104 4.86·104 2.25·104 9.34·107 
Hôpital Italiano (7.06.02) 1.97·104 1.40·104 9.36·103 2.60·107 
Hôpital Universitaire de Zurich, Réservoir A a) 
(4.03.02) 1.87·10
4 2.53·104 3.04·103 1.24·107 
Hôpital Universitaire de Zurich, Réservoir B b) 
(4.03.02) 2.73·10
4 2.72·104 3.12·103 1.26·107 
Hôpital Universitaire de Zurich, Réservoir A a) 
(11.06.02) 6.92·10
1 3.93·101 2.37·101 1.13·107 
Hôpital Universitaire de Zurich, Réservoir B b) 
(11.06.02) 1.44·10
3 1.82·103 5.62·102 4.07·107 
Hôpital Universitaire de Zurich, Réservoir B b) 
(20.08.02) 5.53·10
5 1.01·106 2.30·104 7.9·107 
Hôpital Universitaire de Zurich, Réservoir B b) 
(7.10.02) 1.15·10
5 7.39·104 1.48·104 2.39·107 
a)    eaux usées des unités de radiologie, d’oncologie et des soins intensifs 
b)    eaux usées des unités de pathologies 
av : avant – ap : après 
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Tableau 28 : Dénombrements effectués dans les divers environnements hydriques. 
 
 
Lieux d’échantillonnage Aer 66 ACA new Leg 434 DAPI 
Eaux souillées entrant dans la STEP de Airolo 
(17.09.02) 2.53·10
5 1.37·105 8.78·104 6.74·107 
Eaux assainies sortant de la STEP de Airolo 
(17.09.02) 1.45·10
4 1.44·103 3.03·103 4.40·106 
Fleuve Ticino, en amont de la STEP de Airolo 
(17.09.02) 1.76·10
3 8.43·102 5.62·102 2.05·105 
Fleuve Ticino, en aval de la STEP de Airolo 
(17.09.02) 2.97·10
3 8.32·102 3.51·102 2.29·105 
Fleuve Vedeggio (8.09.05) 2.16·102 4.21·102 2.11·102 2.51·105 
Lac Ceresio, localité de Figino (8.09.05) 6.48·102 1.25·103 8.43·102 7.98·105 
Lac Ceresio, localité de Barbengo (8.09.05) 2.96·102 4.21·102 1.52·102 4.00·105 
Lac de Cadagno, Val Piora (8.09.05) 7.39·101 7.02·102 6.32·102 9.90·105 
Rivière effluente du Lac de Cadagno (8.09.05) 3.51·102 2.96·102 1.40·102 6.69·105 
 
STEP : station d’épuration 
 
 
 
Tableau 29 :  Dénombrements effectués dans les boues activées des stations d’épuration 
(phase biologique du traitement de l’eau usée). 
 
Lieux d’échantillonnage Aer 66 ACA new Leg 434 DAPI 
Boues activées de la STEP de Airolo (23.08 04) 9.27·106 6.18·106 5.06·106 3.50·109 
Boues activées de la STEP de Airolo (8.11. 04) 1.80·107 2.95·107 7.58·106 1.70·1010 
Boues activées de la STEP de Airolo (14.12. 04) 3.37·106 6.18·106 1.69·106 1.31·1010 
Boues activées de la STEP de Bioggio (1.02.05) 3.65·105 1.69·105 4.49·105 1.47·109 
Boues activées de la STEP de Bioggio (12.07. 05) 2.81·105 1.40·105 1.12·105 1.92·109 
 
STEP : station d’épuration 
 
 
 
Tableau 30 : Dénombrements effectués dans l’eau potable. 
 
Lieux d’échantillonnage Aer 66 ACA new Leg 434 DAPI 
Eau du robinet, hôpital de Zurich (12.06.02) 0 1.70·102 1.65·102 8.10·103 
Eau du robinet, habitation de Lugano (8.09.05) 0 5.52·102 0 3.29·105 
 
 
 
 
De manière générale, les populations d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella, ainsi 
que la communauté microbienne totale sont plus nombreuses dans les boues activées des 
stations d’épuration. Suivent les eaux usées à l’entrée de la station d’épuration de Airolo, les 
eaux usées hospitalières et les eaux assainies à la sortie de la station. 
 
Le traitement au chlore des eaux usées de l’hôpital Civico semble avoir un effet significatif 
sur la diminution de la population d’Aeromonas et faible sur celle des Acinetobacter et de la 
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communauté microbienne totale. La chloration du système de distribution de l’eau potable 
est l’un des traitements mis en œuvre pour l’élimination des Légionelles colonisant un réseau 
de distribution. Il est inquiétant de constater que seul le traitement effectué le 4.03.02 ait eu 
un effet important sur la diminution des membres appartenant à cette population. 
 
Les eaux usées provenant des unités de radiologie, d’oncologie et des soins intensifs de 
l’hôpital Universitaire de Zurich sont, d’une manière générale, moins riches en populations 
d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella, que celles récoltées des unités de 
pathologies. 
 
Les populations considérées dénombrées dans les eaux de surface comprenant le fleuve 
Ticino, le fleuve Vedeggio, le Lac Ceresio, le Lac de Cadagno et la rivière effluente du Lac 
de Cadagno diminuent à mesure de l’augmentation de l’effet de dilution des populations 
dans les eaux analysées et à mesure de l’amélioration de la qualité trophique du lieu 
hydrique de prélèvement. 
Seuls les Acinetobacter ont pu être quantifiés dans l’eau du robinet prélevée dans une 
habitation de la ville de Lugano. La présence d’Acinetobacter et de Legionella a pu être mise 
en évidence également dans l’eau potable de l’hôpital Universitaire de Zurich.  
 
 
 
 
 
 
3.3 Caractérisation phénotypique de la résistance 
 
3.3.1 Aeromonas 
 
3.3.1.1 Pourcentages de souches d’Aeromonas résistantes aux Bêta-
Lactames 
 
 
3.3.1.1.1 Penams : Ampicilline et Pénicilline 
 
 
Les bactéries du genre Aeromonas possèdent une résistance intrinsèque à l’ampicilline et à 
la pénicilline. En effet, mise à part une unique exception, toutes les souches d’Aeromonas 
isolées des divers environnements hydriques ont montré posséder une résistance à ces 
deux antibiotiques. 
L’unique exception, caractérisée par un profil intermédiaire de résistance à l’ampicilline 
(diamètre de la zone d’inhibition égal à 16 mm) concerne une souche d’Aeromonas isolée 
des eaux du Lac Ceresio, prélevées au large de la localité de Figino. Cette même souche est 
résistante à la pénicilline. 
Toutes les souches d’Aeromonas d’origine clinique analysées sont également résistantes à 
l’ampicilline et à la pénicilline (tableau 31). 
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Tableau 31 : Pourcentages d’Aeromonas environnementaux et cliniques résistants (R), 
intermédiaires (I) et sensibles (S) à l’ampicilline (AM) et à la pénicilline (P). 
 
 
 
 
 AM 
13 ≤ 14 - 16 ≥ 17 a) 
P 
14 ≤ ≥ 15 a) 
R 100 100 
I 0 0 Aeromonas isolés des eaux usées des hôpitaux (n=162) S 0 0 
R 100 100 
I 0 0 Aeromonas isolés des boues activées des STEP (n=163) S 0 0 
R 99.63 100 
I 0.37 0 Aeromonas isolés de l’environnement hydrique (n=269) S 0 0 
R 100 100 
I 0 0 Aeromonas, souches cliniques (n=60) 
S 0 0 
 
STEP  :  station d’épuration 
a)       :  standard d’interprétation (normes CLSI) des diamètres des zones d’inhibition de croissance 
(mm) pour l’ampicilline et la pénicilline. 
 
 
 
 
 
3.3.1.1.2 Céphalosporines : Céfazoline, Céfuroxime, Ceftriaxone, Céfépime 
 
 
La céfazoline, la céfuroxime, le ceftriaxone et la céfépime, appartenant respectivement à la 
1ère, 2ème, 3ème et 4ème génération de céphalosporines ont été utilisées afin d’évaluer la 
répartition, dans les divers environnements hydriques, des souches d’Aeromonas résistantes 
à ces bêta-lactames. Selon les indications données par le CLSI, ces 4 céphalosporines 
peuvent être utilisées pour traiter des infections dues aux bactéries du genre Aeromonas.  
 
 
 
 
 
 
3.3.1.1.2.1 Aeromonas - Céfazoline 
 
 
Les pourcentages de souches résistantes, intermédiaires et sensibles à la céfazoline mis en 
évidence dans les eaux usées des hôpitaux, les stations d’épuration et les eaux de surface, 
ainsi que ceux obtenus pour les souches cliniques sont présentés dans le graphique ci-
dessous (graphique 2). 
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Graphique 2 : Pourcentages d’Aeromonas d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la céfazoline. 
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Mis à part les souches isolées du Lac Ceresio (localité de Barbengo) et du Lac de Cadagno, 
un pourcentage élevé d’Aeromonas résistants à la céfazoline a été détecté dans tous les 
échantillons analysés. 
 
Ainsi, 73.4 % de souches provenant d’échantillons cliniques sont résistantes à cette 
céphalosporine de la 1ère génération, 1.6 % présentent un profil intermédiaire et 25 % sont 
sensibles. Les souches isolées des eaux usées des hôpitaux Civico et Italiano et de l’hôpital 
Universitaire de Zurich sont pour leur totalité résistantes à cet antibiotique. Les souches 
isolées des boues activées de la station d’épuration de Bioggio, recevant entre autre les 
eaux usées des deux hôpitaux tessinois considérés, présentent un profil de résistance de 
92.4%, intermédiaire de 3.3% et sensible de 4.3%.  
Aucune souche sensible n’a été isolée de l’eau du fleuve Vedeggio prélevée en aval de la 
station d’épuration de Bioggio. Ici, le taux des souches résistantes s’élève à 96.4 %. Le 3.6 
% restant correspond aux souches présentant un profil intermédiaire de résistance. 
 
En fonction de la localité de prélèvement, le pourcentage de souches résistantes à la 
céfazoline isolées du Lac Ceresio varie fortement. En effet, ce taux s’élève à 76.7 % pour les 
eaux récoltées à proximité de Figino et chute à 14.8 % pour les eaux récoltées au niveau de 
la station de captation de l’eau potable de Barbengo. A cette dernière localité, le profil 
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dominant correspond à celui d’intermédiaire avec un pourcentage s’élevant à 70.4%. Les 
14.8% restant représentent le pourcentage de souches sensibles isolées. 
 
La situation de la résistance à la céfazoline dans le nord du Tessin, région dépourvue 
d’hôpitaux, est mise en évidence par les souches d’Aeromonas isolées à partir des 
échantillons provenant du fleuve Ticino, en amont et en aval de la station d’épuration de 
Airolo et des points d’échantillonnage suivants : les eaux usées alimentant cette station, les 
boues activées de la phase biologique du traitement des eaux usées et enfin les eaux 
assainies sortant de la station d’épuration de Airolo.  
 
Les souches isolées de ces milieux hydriques présentent également un taux élevé de 
résistance à la céfazoline, supérieur à 75 %. 
 
Les points consécutifs d’échantillonnage effectués dans cette région mettent en évidence le 
rôle non négligeable qu’assument les stations d’épuration dans l’enrichissement des eaux de 
surface en souches résistantes. En effet, le pourcentage d’Aeromonas résistants à la 
céfazoline, isolés du fleuve Ticino en amont de la station d’épuration de Airolo s’élève à 75.9 
%. En revanche, ce taux augmente et atteint les 91 % dans les eaux du fleuve, enrichies par 
les eaux assainies sortant de la station d’épuration.  
En détail, les eaux usées récoltées par la station d’épuration, se caractérisent par un 
pourcentage de souches d’Aeromonas résistantes égal à 80.9 %. Les Aeromonas isolés des 
boues activées de la STEP sont résistants à 85.9%. Enfin, les eaux assainies analysées à la 
sortie de la STEP comportent un taux d’Aeromonas résistants égal à 91.3 %.  
 
Le profil de résistance à la céfazoline des Aeromonas isolés à partir des eaux du Lac de 
Cadagno, dans le Val Piora, se compose en 44.7 % de souches résistantes, 38.3 % de 
souches intermédiaires et de 17 % de souches sensibles. En comparaison aux autres 
prélèvements effectués, le taux de résistance à la céfazoline dans ce milieu non contaminé 
en substances antimicrobiennes est le plus faible obtenu. 
Une élévation du pourcentage de souches résistantes isolées de la rivière effluente du Lac 
de Cadagno, récoltées après les quelques habitations de la région est constatée. Il 
semblerait que la présence d’une activité humaine même faible puisse représenter une 
source de contamination suffisante pour, soit sélectionner in situ des souches résistantes, 
soit contribuer à enrichir l’environnement hydrique en souches résistantes. Les valeurs des 
pourcentages de souches résistantes, intermédiaires et sensibles pour les eaux récoltées de 
cet exutoire du lac sont respectivement de 77.8 %, 15.6 % et 6.6 %.  
 
 
 
 
 
 
3.3.1.1.2.2 Aeromonas - Céfuroxime 
 
 
La distribution et le pourcentage des souches d’Aeromonas cliniques et isolées des divers 
environnements hydriques résistantes à la céfuroxime traduisent une situation bien différente 
de celle obtenue pour la céfazoline (graphique 3). 
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Graphique 3 : Pourcentages d’Aeromonas d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la céfuroxime.  
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En effet, alors que les souches résistantes à la céfazoline sont présentes dans tous les 
environnements hydriques analysés, celles résistantes à la céfuroxime ont pu être détectées 
uniquement dans les eaux les plus contaminées, à savoir les eaux usées des hôpitaux et 
des stations d’épuration.  
Toutes les souches d’Aeromonas isolées des eaux usées des deux hôpitaux tessinois sont 
résistantes à cette céphalosporine de la 2ème génération. Le pourcentage de souches 
résistantes, intermédiaires et sensibles isolées des eaux usées de l’hôpital Universitaire de 
Zurich est respectivement égal à 80.9 %, 14.3 % et 4.8 %. En revanche, les souches 
provenant de l’échantillonnage clinique sont toutes sensibles à la céfuroxime.  
 
Un faible taux de souches résistantes et / ou intermédiaires se retrouvent également dans 
les boues activées de la station d’épuration de Bioggio (18.5 % de souches résistantes et 4.3 
% de souches intermédiaires), dans le fleuve Vedeggio en aval de la STEP de Bioggio (3.6 
% de souches résistantes), dans les eaux usées à l’entrée de la station d’épuration de Airolo 
(19 % de souches intermédiaires) dans les boues activées de cette STEP (2.8 % de souches 
intermédiaires) et encore dans les eaux assainies sortant de la station d’épuration (8.7 % de 
souches résistantes, 4.3 % de souches intermédiaires).  
Toutes les autres souches d’Aeromonas isolées des milieux hydriques englobant le fleuve 
Ticino, le Lac Ceresio, le Lac de Cadagno et la rivière effluente du Lac de Cadagno, sont 
sensibles à la céfuroxime.  
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L’hôpital Universitaire de Zurich récolte les eaux usées dans des réservoirs séparés en 
fonction des unités médicales de provenance. Ainsi, les eaux usées provenant des unités de 
pathologies sont rassemblées (réservoir B) et régulièrement déversées dans les égouts. En 
revanche, les eaux usées provenant des unités de radiologie, d’oncologie et des soins 
intensifs pouvant être soit légèrement radioactives, soit comporter des substances chimiques 
agressives sont stockées pendant plusieurs jours dans un réservoir à part (réservoir A) avant 
leur déversement dans les égouts. Ce temps de rétention à l’hôpital permet à la radioactivité 
de diminuer et aux substances chimiques agressives de se dégrader, avant la libération de 
l’eau à dépurer dans le réseau d’égout.  
Une analyse du profil de résistance à la céfuroxime des souches d’Aeromonas isolées 
respectivement des réservoirs A et B a été effectuée (graphique 4).  
 
Le pourcentage de souches d’Aeromonas résistantes à la céfuroxime est plus élevé dans les 
eaux provenant des unités de pathologies (84.6 %) que dans les eaux provenant des unités 
de radiologie, d’oncologie et des soins intensifs (63.6 %). Ceci peut être expliqué, à la fois 
par l’enrichissement des eaux usées des unités de pathologies en souches pathogènes 
provenant de patients sous traitement antibiotique et par la pression de sélection exercée 
par la présence de résidus de céfuroxime dans ces eaux souillées.  
La différence dans le nombre de souches isolées, 11 souches pour l’eau des unités de 
radiologie, d’oncologie et des soins intensifs et 52 pour l’eau des unités de pathologies est 
également significative. En effet, le nombre de bactéries du genre Aeromonas peut être 
moins nombreux dans les eaux provenant des unités de radiologie et d’oncologie, que dans 
celles provenant des unités de pathologies. Cet état de fait est également visible dans le 
dénombrement des populations d’Aeromonas effectué par HIS (cf. tableau 27). De plus, la 
survie des Aeromonas dans les eaux en provenance des unités de radiologie et d’oncologie 
pourrait être compromise par la radioactivité et par les substances chimiques agressives 
présentes. 
 
 
 
Graphique 4 : Pourcentages d’Aeromonas isolés des réservoirs A et B de l’hôpital 
Universitaire de Zurich résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles (S) à 
la céfuroxime,. 
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Réservoir A : eaux usées provenant des unités de radiologie, d’oncologie et des soins intensifs. 
Réservoir B : eaux usées provenant des unités de pathologies. 
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3.3.1.1.2.3 Aeromonas - Ceftriaxone 
 
 
Les pourcentages de souches résistantes, intermédiaires et sensibles à la ceftriaxone 
d’origine clinique et isolées des eaux usées des hôpitaux, des stations d’épuration et des 
eaux de surface sont présentés dans le graphique ci-dessous (graphique 5). 
 
 
Graphique 5 : Pourcentages d’Aeromonas d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la ceftriaxone.  
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Comme pour la céfuroxime, la présence de souches résistantes et / ou intermédiaires à la 
ceftriaxone a pu être détectée uniquement dans les eaux usées des hôpitaux, dans les 
boues activées des stations d’épuration de Bioggio et de Airolo, ainsi que dans les eaux 
usées et assainies entrant et sortant de la station d’épuration de Airolo.  
 
Les souches cliniques analysées sont pour leur totalité sensibles à la ceftriaxone. 
 
Ainsi, la différence dans la caractérisation phénotypique de la résistance entre les deux 
céphalosporines des 2ème et 3ème générations testées, réside, non pas dans la distribution, 
mais dans le pourcentage de souches d’Aeromonas résistantes, intermédiaires et sensibles 
isolées des divers environnements hydriques. De manière générale, le taux d’Aeromonas 
résistants à la ceftriaxone est inférieur à celui obtenu pour la céfuroxime. 
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A titre d’exemple, les Aeromonas isolés des eaux usées de l’hôpital Universitaire de Zurich 
sont résistants à la céfuroxime à 80.9%. Ces mêmes souches sont, en revanche, résistantes 
à la ceftriaxone à 42,9 % et intermédiaires à 39.7 %. 
Au total, 100% des Aeromonas isolés des eaux usées des hôpitaux Civico et Italiano sont 
résistants à la céfuroxime. Pour la ceftriaxone, ce taux diminue respectivement à 64.7 % et à 
52.1 %. 
 
Mis à part 4.8 % de souches d’Aeromonas isolées de l’hôpital Universitaire de Zurich 
sensibles à la céfuroxime (graphique 4), les autres souches isolées des eaux usées des 
hôpitaux présentent, soit un profil de résistance, soit un profil intermédiaire aux 
céphalosporines de la 1ère et de la 2ème génération testées. C’est uniquement à partir de cette 
céphalosporine de la 3ème génération, qu’un taux de souches sensibles a pu être mis en 
évidence dans l’ensemble des échantillons récoltés des eaux usées des hôpitaux. 
 
Comme pour la céfuroxime, le pourcentage de souches résistantes et intermédiaires à la 
ceftriaxone dans les eaux usées de l’hôpital Universitaire de Zurich est plus élevé dans le 
réservoir rassemblant les eaux souillées des unités de pathologies (B) que dans celui 
récoltant les eaux souillées des unités de radiologie, d’oncologie et des soins intensifs (A) 
(graphique 6). 
 
 
 
 
Graphique 6 : Pourcentages d’Aeromonas isolés des réservoirs A et B de l’hôpital 
Universitaire de Zurich résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles (S) à 
la ceftriaxone. 
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Réservoir A : eaux usées provenant des unités de radiologie, d’oncologie et des soins intensifs. 
Réservoir B : eaux usées provenant des unités de pathologies. 
 
 
 
Les eaux usées de l’hôpital Civico, subissent un traitement au chlore. Ce traitement est 
effectué dans le but de réduire, avant leur déversement dans les égouts, la charge 
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bactérienne totale pouvant être présente dans les eaux usées récoltées des diverses unités 
de soins. 
Le pourcentage de souches résistantes aux divers antibiotiques a été également étudié de 
façon distincte dans les eaux usées, avant et après le traitement au chlore. Comme 
observable sur les graphiques 2 et 3, la totalité des Aeromonas isolés sont résistants à la 
céfazoline, ainsi qu’à la céfuroxime et ceci indépendamment de la chloration effectuée. 
Ceci n’est, en revanche, pas le cas pour la résistance à la ceftriaxone (graphique 7). Les 
résultats montreraient une contribution du traitement au chlore dans la sélection ou 
l’induction d’Aeromonas résistants à cette céphalosporine de 3ème génération. En effet, alors 
que les souches isolées avant le traitement au chlore, sont pour leur totalité sensibles, les 
souches isolées après ce traitement chimique sont résistantes à 89.2 %.  
 
 
 
Graphique 7 :  Pourcentages d’Aeromonas isolés des eaux usées de l’hôpital Civico, avant 
(av) et après (ap) le traitement au chlore (Cl) résistants (R), intermédiaires 
(I) et sensibles (S) à la ceftriaxone.  
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L’effet de la chloration sur la modification du profil de résistance de bactéries fermentant le 
lactose et isolées d’une station de traitement de l’eau souillée a été, entre autre, étudié par 
Murray et al. (1984). Cette étude met en évidence une augmentation significative du 
pourcentage de bactéries résistantes, notamment à l’ampicilline et à la céfalotine, une 
céphalosporine de la 1ère génération, après le traitement au chlore de l’eau souillée. Ainsi, le 
chlore, bien que réduisant dans un premier temps le nombre de bactéries totales présentes 
dans les eaux usées, peut résulter en une croissance subséquente de bactéries résistantes 
(Murray et al., 1984 ; Shrivastava et al., 2004). Le mécanisme par lequel le chlore 
influencerait le profil de résistance est peu connu. Deux hypothèses sont cependant 
avancées : le stress provoqué par la chloration sélectionnerait les populations bactériennes 
résistantes ou induirait la résistance face à divers antibiotiques. Enfin, la chloration 
favoriserait le transfert de plasmides de résistance ou d’éléments génétiques vers les 
populations bactériennes survivantes (Murray et al., 1984). 
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3.3.1.1.2.4 Aeromonas - Céfépime 
 
 
Les résultats obtenus pour la céfépime sont présentés dans le graphique 8. 
 
 
Graphique 8 : Pourcentages d’Aeromonas d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la céfépime.  
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Comme pour les céphalosporines testées des 2ème et 3ème générations, les souches 
d’Aeromonas cliniques et isolées des milieux incluant les lacs et les fleuves, sont toutes 
sensibles à cette céphalosporine de la 4ème génération. De plus, les pourcentages de 
souches sensibles à la céfépime dans les eaux usées des hôpitaux sont plus élevés que 
ceux obtenus pour la céfuroxime et la ceftriaxone. Ainsi, 79.4 % des souches provenant des 
eaux usées de l’hôpital Universitaire de Zurich, de même que toutes les souches isolées de 
l’hôpital Italiano sont sensibles à la céfépime. Les souches isolées de l’hôpital Civico sont 
résistantes à 54.8 %, intermédiaires à 19.6 % et sensibles à 25.5 %. 
 
La situation concernant les stations d’épuration de Airolo et de Bioggio évolue également 
vers une plus grande proportion de souches sensibles isolées. En effet, aucune souche 
résistante, ou intermédiaire n’a pu être isolée des eaux affluant ou sortant de la STEP de 
Airolo, ni des boues activées de cette même station.  
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Un faible pourcentage d’Aeromonas résistants (1.1%) et intermédiaires (5.4 %) ont pu être 
isolés de la station d’épuration de Bioggio. 
Les seules souches d’Aeromonas isolées de l’hôpital Universitaire de Zurich présentant un 
profil de résistance (11.5 %) ou intermédiaire (13.5 %) à la céfépime ont été isolées du 
réservoir B récoltant les eaux usées des unités de pathologies. Toutes les souches cultivées 
à partir des eaux souillées provenant des unités de radiologie, d’oncologie et des soins 
intensifs sont sensibles à la céfépime (graphique 9). 
 
 
 
 
 
Graphique 9 : Pourcentages d’Aeromonas isolés des réservoirs A et B de l’hôpital 
Universitaire de Zurich résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles (S) à 
la céfépime. 
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Réservoir A : eaux usées provenant des unités de radiologie, d’oncologie et des soins intensifs. 
Réservoir B : eaux usées provenant des unités de pathologies. 
 
 
 
 
Le traitement au chlore des eaux usées de l’hôpital Civico semble influencer également le 
profil de résistance des souches à la céfépime. Ainsi, avant la chloration, 14.3 % des 
souches isolées sont résistantes à la céfépime, après le traitement au chlore ce taux s’élève 
à 70.3 % (graphique 10).  
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Graphique 10 : Pourcentages d’Aeromonas isolés de l’hôpital Civico, avant (av) et après 
(ap) le traitement au chlore (Cl) résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la céfépime.  
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En conclusion, l’analyse du profil de résistance des Aeromonas isolés face aux différents 
représentants des 4 générations de céphalosporines a permis de mettre en évidence, d’une 
part la distribution environnementale hydrique des souches résistantes, intermédiaires et 
sensibles à ces antibiotiques et, d’autre part, d’évaluer l’ampleur du problème dans les divers 
milieux analysés.  
De la 1ère à la 4ème génération de céphalosporines, le pourcentage de souches résistantes 
dans l’environnement, en particulier dans les eaux usées des hôpitaux, diminue de façon 
notable. Cette diminution peut s’expliquer par l’utilisation médicale plus fréquente des 
céphalosporines des premières générations et par l’efficacité antibactérienne augmentée et 
le spectre d’action élargi des céphalosporines appartenant aux dernières générations.  
 
 
 
 
 
 
 
3.3.1.1.3 Carbapénème : Imipenem 
 
 
 
Les pourcentages de souches d’Aeromonas résistantes, intermédiaires et sensibles à 
l’imipenem d’origine clinique et isolées des divers lieux hydriques sont résumés dans le 
graphique ci-dessous (graphique 11). 
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Graphique 11 : Pourcentages d’Aeromonas d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à l’imipenem.  
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De manière générale et indépendamment de leurs lieux hydriques d’isolement, les souches 
d’Aeromonas présentent une très bonne sensibilité à l’imipenem. Ceci est également le cas 
pour l’échantillon de souches cliniques testées (100 % de souches sensibles). 
Etonnement, les seules souches s’avérant résistantes ou intermédiaires à l’imipenem ont été 
isolées à partir du fleuve Vedeggio et du Lac Ceresio à proximité des localités de Figino et 
de Barbengo.  
 
Dans la littérature, la résistance aux carbapénèmes chez les Gram négatif (Pseudomonas 
aerugisosa, Stenotrophomonas maltophilia) a souvent été décrite comme associée à 
certains métaux lourds, notamment au zinc (Cooke et al., 1996 ; Perron et al., 2004).  
Il serait intéressant de vérifier si une source de contamination du fleuve Vedeggio par des 
métaux lourds pourrait être la cause de sélection, à cet endroit, de souches d’Aeromonas 
résistantes à l’imipenem. La section de la protection de l’air, de l’eau et du sol (SPAAS) du 
Tessin, s’occupant de monitorer l’évolution de la qualité de l’eau du Lac Ceresio, ne vérifie 
malheureusement pas la présence de métaux lourds dans cet environnement aquatique. 
Une étude plus approfondie de ces souches n’a pas été réalisée, mais l’étude génétique de 
cette résistance est envisageable. 
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3.3.1.2 Pourcentages de souches d’Aeromonas résistantes aux 
Quinolones et aux Fluoroquinolones 
 
 
3.3.1.2.1 Aeromonas – Acide Nalidixique 
 
 
Les pourcentages de souches d’Aeromonas résistantes, intermédiaires et sensibles à l’acide 
nalidixique (quinolone) d’origine clinique et isolées des divers environnements hydriques 
sont exposés dans le graphique ci-dessous (graphique 12). 
 
 
 
Graphique 12 : Pourcentages d’Aeromonas d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à l’acide nalidixique. 
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Mis à part le Lac de Cadagno, des souches d’Aeromonas résistantes ou intermédiaires à 
l’acide nalidixique ont pu être isolées, à des pourcentages différents, à partir de tous les 
milieux hydriques analysés.  
Les eaux usées prélevées des hôpitaux Civico, Italiano et Universitaire de Zurich, ainsi que 
celles échantillonnées dans les stations d’épuration de Bioggio et de Airolo se sont avérées 
contenir les pourcentages les plus élevés de souches résistantes à cet antibiotique. En effet, 
100 % des Aeromonas isolés des eaux usées hospitalières sont résistants. Cette valeur 
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atteint les 77.2 % dans les boues activées de la station d’épuration de Bioggio et varie de 32 
à 48 % dans les eaux récoltées à l’entrée et à la sortie de la station d’épuration de Airolo. 
Des lieux les plus contaminés vers les eaux plus préservées, le pourcentage de souches 
résistantes à l’acide nalidixique diminue. Ainsi, 17.9 % des Aeromonas isolés du fleuve 
Vedeggio, en aval de la station d’épuration de Bioggio, sont résistants. Ce pourcentage est 
de 3 et 7.5 % pour les localités de Figino et de Barbengo. 
Aucune souche isolée de l’eau du Lac de Cadagno ne s’est avérée résistante. En revanche, 
le taux de résistance s’élève à 4.5 % pour les souches isolées de l’eau de la rivière effluente 
du lac alpin, prélevée après les quelques habitations du Val Piora.  
 
Le profil de résistance à l’acide nalidixique obtenu pour l’échantillon clinique d’Aeromonas 
comporte 6.6 % de souches résistantes et 93.4 % de souches sensibles.  
 
 
 
3.3.1.2.2 Aeromonas – Ciprofloxacine 
 
 
Les pourcentages de souches d’Aeromonas résistantes, intermédiaires et sensibles à la 
ciprofloxacine d’origine clinique et isolées des divers environnements hydriques sont 
exposés dans le graphique ci-dessous (graphique 13). 
 
 
Graphique 13 : Pourcentages d’Aeromonas d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la ciprofloxacine. 
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Un taux de résistance à la ciprofloxacine de 94.1 % et de 71.4 % a pu être détecté chez les 
souches d’Aeromonas isolées respectivement des eaux usées des hôpitaux Civico et 
Universitaire de Zurich, de même que des boues activées de la station d’épuration de 
Bioggio (1.1 %) et du fleuve Vedeggio (3.6 %). 
Bien qu’aucune souche résistante n’a pu être isolée des eaux usées de l’hôpital Italiano, la 
présence dans ce milieu de souches intermédiaires s’élève à 45.8 %. Les autres lieux 
hydriques d’échantillonnage dans lesquels un taux faible de souches intermédiaires a pu être 
mis en évidence concernent les boues activées prélevées à la station d’épuration de Bioggio 
(14.1 %), le fleuve Vedeggio (7.1 %) et le Lac Ceresio à la localité de Figino (3.3 %).  
 
A un pourcentage de 1.4 et 13.6 %, des souches intermédiaires ont également été détectées 
dans les eaux récoltées à la station d’épuration de Airolo, ainsi que dans le fleuve Ticino 
après la STEP. 
 
Toutes les souches isolées du Lac Ceresio à la profondeur de la station de captation de l’eau 
potable (Barbengo), du fleuve Ticino, en amont de la STEP de Airolo, du Lac de Cadagno et 
de la rivière effluente de ce lac alpin sont sensibles à la ciprofloxacine.  
Aucune souche de l’échantillonnage clinique résistante ou intermédiaire à ce fluoroquinolone 
n’a pu être mise en évidence. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3.1.2.3 Aeromonas – Norfloxacine 
 
 
Le profil de résistance à la norfloxacine de souches d’Aeromonas isolées des divers 
environnements hydriques est présenté dans le graphique ci-dessous (graphique 14).  
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Graphique 14 :  Pourcentages de souches d’Aeromonas isolés des divers environnements 
hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles (S) à la 
norfloxacine. 
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Les résultats obtenus pour la norfloxacine ressemblent à ceux précédemment décrits pour la 
ciprofloxacine.  
En effet, les seules souches résistantes à ce fluoroquinolone ont pu être détectées à un 
pourcentage élevé dans les eaux usées des hôpitaux Civico (88.2 %) et Universitaire de 
Zurich (76.2 %), ainsi qu’à un pourcentage beaucoup plus faible dans les eaux usées de 
l’hôpital Italiano (2.1 %) et dans les boues activées de la station d’épuration de Bioggio (1.1 
%).  
 
Un pourcentage faible de souches intermédiaires a également été détecté dans les eaux à 
l’entrée de la station d’épuration de Airolo (9.5 %), dans les boues activées de cette STEP 
(1.4 %) et enfin, dans les eaux du fleuve Ticino, après l’exutoire de la station d’épuration de 
Airolo (9.1 %).  
 
Les souches isolées du fleuve Vedeggio, du Lac Ceresio, du fleuve Ticino avant la station 
d’épuration de Airolo, du Lac de Cadagno et de la rivière effluente du lac alpin sont toutes 
sensibles à la norfloxacine. 
 
Les données pour les souches d’Aeromonas d’origine clinique ne sont pas disponibles. 
 
 
L’analyse détaillée du pourcentage de souches résistantes, intermédiaires et sensibles 
pouvant être détecté dans les réservoirs A et B de l’hôpital Universitaire de Zurich a été 
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effectuée pour les deux fluoroquinolones testés. Comme pour les céphalosporines des 2ème, 
3ème et 4ème générations, un pourcentage plus élevé d’Aeromonas résistants à la 
ciprofloxacine et à la norfloxacine a pu être détecté dans les eaux usées provenant des 
unités de pathologies (CIP : 80.8 % ; NOR : 84.6 %). Les unités de radiologie, d’oncologie et 
des soins intensifs comportent en effet, 27.3 % de souches résistantes à la ciprofloxacine et 
36.4 % de souches résistantes à la norfloxacine (graphiques 15).  
 
 
 
Graphiques 15 :  Pourcentages d’Aeromonas isolés des réservoirs A et B de l’hôpital 
Universitaire de Zurich résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles (S) 
à la ciprofloxacine et à la norfloxacine. 
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Hôpital Universitaire de Zurich :
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Réservoir A : eaux usées provenant des unités de radiologie, d’oncologie et des soins intensifs. 
Réservoir B : eaux usées provenant des unités de pathologies. 
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Indépendamment du traitement au chlore, pratiquement toutes les souches d’Aeromonas 
isolées des eaux usées de l’hôpital Civico sont résistantes à la ciprofloxacine et à la 
norfloxacine (graphiques 16). L’hypothèse d’une sélection de souches résistantes aux 
fluoroquinolones suite à la chloration ne peut être ici émise. 
 
 
Graphiques 16 : Pourcentages d’Aeromonas isolés de l’hôpital Civico, avant (av) et après 
(ap) le traitement au chlore (Cl) résistants (R), intermédiaires (I) et 
sensibles (S) à la ciprofloxacine et à la norfloxacine.  
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Le mise en évidence, même d’un pourcentage faible, de souches d’Aeromonas résistantes 
et / ou intermédiaires aux fluoroquinolones et à l’acide nalidixique testés dans des 
environnements hydriques comme les boues activées des STEP de Bioggio et de Airolo, les 
effluents de la station d’épuration de Airolo et le fleuve Vedeggio après la STEP de Bioggio 
pourrait être la conséquence de la stabilité chimique des antibiotiques de cette famille et de 
leur persistance dans les environnements aquatiques. 
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3.3.1.3 Pourcentages de souches d’Aeromonas résistantes aux 
Macrolides  
 
 
Bien qu’actifs contre certaines bactéries à Gram négatif, les antibiotiques de la famille des 
macrolides ne sont pas utilisés pour soigner les infections à Aeromonas. Les diamètres des 
zones d’inhibition fournis par l’antibiogramme ne peuvent être interprétés en terme de 
pourcentages de souches résistantes, intermédiaires ou sensibles. Les résultats obtenus 
pour les souches isolées des divers lieux d’échantillonnage sont, de ce fait, représentés 
directement par les diamètres des zones d’inhibition de croissance obtenus après lecture de 
l’antibiogramme (graphiques 17).  
 
 
 
Graphiques 17 :  Diamètres (mm) des zones d’inhibition de croissance (ZI) à l’érythromycine 
et à la clarithromycine d’Aeromonas isolés des divers environnements 
hydriques. 
 
 
 
 
1 : Eaux usées de l’hôpital Universitaire de Zurich ; 2 : Eaux usées de l’hôpital Civico ; 3 : Eaux usées de l’hôpital 
Italiano ; 4 : STEP de Bioggio (boues activées) ; 5 : Fleuve Vedeggio ; 6 : Lac Ceresio, Figino ; 7 : Lac Ceresio, 
Barbengo ; 8 : Fleuve Ticino, en amont de la STEP de Airolo ; 9 : Eaux souillées, entrée STEP de Airolo ; 10 : 
STEP de Airolo (boues activées) ; 11 : Eaux assainies, sortie STEP de Airolo ; 12 : Fleuve Ticino, en aval de la 
STEP de Airolo ; 13 : Lac de Cadagno ; 14 :Rivière effluente du Lac de Cadagno. 
 
 
 
Les résultats obtenus pour les deux macrolides testés, à savoir l’érythromycine et la 
clarithromycine, sont comparables. Les deux graphiques montrent que l’ensemble des 
diamètres des zones d’inhibition de croissance obtenus pour les milieux hydriques les plus 
contaminés en bactéries et / ou en matière organique (eaux usées des hôpitaux, boues 
activées des stations d’épuration de Bioggio et de Airolo, eaux usées à l’entrée de la station 
d’épuration de Airolo, eaux dépurées sortant de la STEP de Airolo) sont contenus dans une 
marge de valeurs comprise entre 6 et 15 mm.  
 
Les diamètres des zones d’inhibition de croissance des souches isolées des environnements 
aquatiques moins riches en matière organique, où, par effet de dilution la pression de 
sélection est mineure, sont contenus dans une gamme de valeurs plus large pouvant 
atteindre les 25 mm. La sensibilité des souches de cette provenance s’avère, ainsi, être plus 
grande. 
 
Les macrolides n’étant pas utilisés pour soigner les infections dues aux bactéries du genre 
Aeromonas, aucune donnée clinique n’est disponible pour ces deux antibiotiques testés. 
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3.3.2 Acinetobacter 
3.3.2.1 Pourcentages de souches d’Acinetobacter résistantes aux Betâ-
Lactames 
 
3.3.2.1.1 Penams : Ampicilline et Pénicilline 
 
 
Selon les normes CLSI, à moins d’une association avec un inhibiteur de β-lactamases, 
l’ampicilline et la pénicilline seules ne sont pas utilisées pour l’antibiothérapie d’infections 
dues aux bactéries du genre Acinetobacter. De ce fait, aucun standard d’interprétation en 
terme de résistance, intermédiaire ou de sensibilité n’est disponible. Les résultats des profils 
de résistance, obtenus pour les souches d’Acinetobacter, isolées des divers lieux hydriques 
d’échantillonnage, sont présentés selon leurs diamètres des zones d’inhibition de croissance 
mesurés après lecture de l’antibiogramme (graphiques 18). Aucune souche appartenant à ce 
genre bactérien n’a pu être isolée du Lac de Cadagno, ainsi que de la rivière effluente de ce 
lac alpin. 
 
 
 
Graphiques 18 :  Diamètres (mm) des zones d’inhibition de croissance (ZI) à l’ampicilline et 
à la pénicilline d’Acinetobacter isolés des divers environnements 
hydriques. 
 
 
 
 
 
 
1 : Eaux usées de l’hôpital Universitaire de Zurich ; 2 : Eaux usées de l’hôpital Civico ; 3 : Eaux usées de l’hôpital 
Italiano ; 4 : STEP de Bioggio (boues activées) ; 5 : Fleuve Vedeggio ; 6 : Lac Ceresio ; 7 : Fleuve Ticino, en 
amont de la STEP de Airolo ; 8 : Eaux souillées, entrée STEP de Airolo ; 9 : STEP de Airolo (boues activées) ; 
10 : Eaux assainies, sortie de la STEP de Airolo ; 11 : Fleuve Ticino, en aval de la STEP de Airolo ; 12 : Eau du 
robinet. 
 
 
 
Les deux graphiques obtenus pour l’ampicilline et la pénicilline montrent une même 
tendance dans la répartition des profils des diamètres des zones d’inhibition de croissance 
des souches isolées. L’unique différence réside dans l’ordre de grandeur dans lequel sont 
compris les diamètres pour chaque lieu d’échantillonnage. En effet, les diamètres des zones 
d’inhibition de croissance mesurés pour l’ampicilline sont, de manière générale, de 5 à 10 
mm plus larges que ceux mesurés pour la pénicilline. Par exemple, les diamètres des zones 
d’inhibition de croissance mesurés pour les souches isolées des boues activées de la station 
d’épuration de Bioggio sont compris entre 6 et 26 mm pour l’ampicilline et entre 6 et 19 mm 
0
5
10
15
20
25
30
35
40
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
D
ia
m
èt
re
s 
ZI
 (m
m
)
0
5
10
15
20
25
30
35
40
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
D
ia
m
èt
re
s 
ZI
 (m
m
)
Acinetobacter - Ampicilline Acinetobacter - Penicilline 
 
 
 
 
95
pour la pénicilline (point 4, graphiques 18). De la même manière, les souches isolées des 
eaux usées de l’hôpital Universitaire de Zurich possèdent des diamètres compris entre 6 et 
22.5 mm pour l’ampicilline et entre 6 et 16 mm pour la pénicilline (point 1, graphiques 18). 
Ceci est valable pour les souches provenant de chaque environnement hydrique considéré 
et montre la tendance générale d’une activité accrue de l’ampicilline et d’une majeure 
sensibilité des Acinetobacter à ce bêta-lactame. 
 
Les souches d’Acinetobacter isolées des lieux hydriques les plus contaminés et riches en 
matière organique et en populations microbiennes, (points 1, 2 et 3, graphiques 18) 
possèdent des diamètres des zones d’inhibition de croissance en moyenne plus petits que 
ceux obtenus pour les souches isolées des lieux hydriques moins pollués (points 7 et 11, 
graphiques 18). 
Ceci démontre la présence de souches en moyenne plus résistantes dans les lieux où les 
concentrations en résidus d’antibiotiques sont plus élevées, que dans les lieux hydriques 
comme le fleuve Vedeggio, le fleuve Ticino, et le Lac Ceresio, où la pression de sélection 
exercée par les inducteurs antimicrobiens est plus faible. 
 
Les Acinetobacter isolés de l’eau du robinet possèdent des diamètres des zones d’inhibition 
de croissance, notamment à la pénicilline, plus étroits que ceux isolés du Lac Ceresio.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3.2.1.2 Céphalosporines : Céfazoline, Céfuroxime, Ceftriaxone, Céfépime 
 
 
 
Les seuls céphems utilisés pour soigner les infections dues aux bactéries du genre 
Acinetobacter appartiennent aux 3ème et 4ème générations de céphalosporines. Ainsi, la 
détermination du pourcentage de souches résistantes, intermédiaires et sensibles dans les 
différents environnements hydriques étudiés a été effectuée uniquement pour la ceftriaxone 
(graphique 20) et la céfépime (graphique 21).  
 
L’évolution des profils de résistance obtenus de la 1ère à la 4ème génération de 
céphalosporines dans les divers lieux d’échantillonnage a été étudiée sur la base des 
diamètres des zones d’inhibition de croissance mesurés respectivement pour la céfazoline, 
la céfuroxime, la ceftriaxone et la céfépime (graphiques 19).  
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Graphiques 19 :  Diamètres (mm) des zones d’inhibition de croissance (ZI) à la céfazoline, 
la céfuroxime, la ceftriaxone et la céfépime d’Acinetobacter isolés des 
divers environnements hydriques. 
 
 
 
 
 
 
1 : Eaux usées de l’hôpital Universitaire de Zurich ; 2 : Eaux usées de l’hôpital Civico ; 3 : Eaux usées de l’hôpital 
Italiano ; 4 : STEP de Bioggio (boues activées) ; 5 : Fleuve Vedeggio ; 6 : Lac Ceresio ; 7 : Fleuve Ticino, en 
amont de la STEP de Airolo ; 8 : Eaux souillées, entrée STEP de Airolo ; 9 : STEP de Airolo (boues activées) ; 
10 : Eaux assainies, sortie STEP de Airolo ; 11 : Fleuve Ticino, en aval de la STEP de Airolo ; 12 : Eau du 
robinet. 
 
 
 
 
De la céfazoline à la céfépime, l’accroissement de l’efficacité de ces céphalosporines sur les 
souches d’Acinetobacter est visible par l’augmentation progressive, au fil des 4 générations, 
des diamètres des zones d’inhibition de croissance mesurés à l’antibiogramme. 
En effet, pour la céfazoline (1ère génération), indépendamment du lieu d’origine, nombreuses 
souches d’Acinetobacter présentent un diamètre des zones d’inhibition de croissance 
compris entre 6 et 10 mm. Ceci est également le cas pour les souches isolées de l’eau du 
robinet. De tels diamètres se rapprochent à un profil de résistance des souches testées pour 
cet antibiotique.  
A partir de la céfuroxime, céphalosporine de la 2ème génération, les diamètres moyens de la 
zone d’inhibition de croissance augmentent et ceci pour l’ensemble des Acinetobacter isolés 
des différents lieux d’échantillonnage. 
 
Pour les 4 générations de céphalosporines testées, les diamètres des zones d’inhibition de 
croissance des souches isolées des eaux usées hospitalières et des stations d’épuration 
sont en moyenne plus étroits que ceux mesurés chez les souches isolées des fleuves et du 
Lac Ceresio, signe d’une résistance majeure des souches provenant des environnements 
hydriques plus pollués. 
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3.3.2.1.2.1 Acinetobacter - Ceftriaxone 
 
 
Les résultats du pourcentage de souches d’Acinetobacter résistantes, intermédiaires et 
sensibles à la ceftriaxone d’origine clinique et isolées des différents environnements 
hydriques obtenus sont présentés dans le graphique ci-dessous (graphique 20).  
 
 
Graphique 20 : Pourcentages d’Acinetobacter d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la ceftriaxone. 
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Pour la ceftriaxone, le profil intermédiaire est le plus fréquemment mis en évidence chez les 
Acinetobacter cliniques et isolés des eaux usées hospitalières. 
En effet, 50 % des souches d’origine clinique, 84.4 % des souches isolées des eaux usées 
de l’hôpital Universitaire de Zurich, 94.7 % et 53.6 % des souches provenant respectivement 
des eaux usées des hôpitaux Civico et Italiano présentent un profil intermédiaire. Seules les 
souches d’origine clinique présentent un taux élevé de résistance à cet antibiotique, 
équivalent à 42.1 %. La présence de souches résistantes dans les eaux usées des hôpitaux 
analysés a également été mise en évidence, mais ce taux, égal à 3.1 % (hôpital Universitaire 
de Zurich) et à 3.6 % (hôpital Italiano) reste faible. Aucune autre souche résistante n’a pu 
être mise en évidence dans les autres échantillons d’eau récoltés. 
 
La situation entre les deux stations d’épuration (Bioggio et Airolo) est comparable : le 
pourcentage de souches sensibles et intermédiaires détecté sont respectivement de 41.9 % 
et 58.1 % pour la STEP de Bioggio et de 45.7 % et 54.3 % pour la STEP de Airolo.  
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Les deux seules souches isolées du Lac Ceresio sont une sensible et une intermédiaire à 
cette céphalosporine de 3ème génération. Les autres environnements hydriques comprenant 
les fleuves Vedeggio et Ticino sont caractérisés par la présence majoritaire de souches 
sensibles à la ceftriaxone.  
 
La contribution des stations d’épuration dans l’enrichissement des eaux de surface en 
souches phénotypiquement plus résistantes est à nouveau illustrée ici. En effet, la totalité 
des Acinetobacter isolés du fleuve Ticino en amont de la station d’épuration de Airolo sont 
sensibles à la ceftriaxone. En revanche, ce taux de sensibilité s’abaisse à 83.3 % pour les 
souches isolées des eaux du fleuve après le déversement des eaux assainies par la STEP 
de Airolo. Le 16.7 % restant correspond aux souches à profil intermédiaire. 
Les souches isolées du fleuve Vedeggio en aval de la station d’épuration de Bioggio sont 
sensibles à 60 % et intermédiaires à 40 %. 
 
Toutes les souches d’Acinetobacter isolées de l’eau du robinet sont sensibles à cette 
céphalosporine de 3ème génération. 
 
 
 
3.3.2.1.2.2 Acinetobacter - Céfépime 
 
Les pourcentages de souches d’Acinetobacter d’origine clinique et isolées des différents 
lieux hydriques d’échantillonnage résistantes, intermédiaires et sensibles à la céfépime sont 
présentés dans le graphique ci-dessous (graphique 21).  
 
 
Graphique 21 : Pourcentages d’Acinetobacter d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la céfépime. 
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L’antibiotique de la 4ème génération de céphalosporine testé s’avère être actif et efficace 
contre les Acinetobacter isolés de l’ensemble des lieux hydriques analysés. En effet, les 
seules souches (3.1 %), présentant à l’antibiogramme un phénotype de résistance, ont pu 
être détectées uniquement dans les eaux usées de l’hôpital Universitaire de Zurich. 
Un faible pourcentage de souches à profil intermédiaire a été mis en évidence dans les eaux 
usées de l’hôpital Universitaire de Zurich (3.1 %), dans les boues activées de la station 
d’épuration de Airolo (5.7 %) et dans les eaux assainies sortant de la STEP de Airolo. 
 
Parmi les six souches d’Acinetobacter isolées de l’eau du robinet de l’hôpital Universitaire de 
Zurich, 4 présentent un profil de sensibilité à la céfépime et 2 un phénotype intermédiaire de 
résistance. Il est inquiétant de constater que des souches pouvant être considérées comme 
pathogènes opportunistes et présentant un profil intermédiaire de résistance à un 
antibiotique généralement efficace contre les bactéries à Gram négatif puissent être 
détectées dans l’eau potable. 
 
Les souches d’origine clinique sont quant à elles sensibles à 70.1 %, intermédiaires à 1.2 % 
et résistantes à 28.7 %.  
 
 
3.3.2.1.3 Carbapénème : Imipenem 
 
Les pourcentages de souches d’Acinetobacter résistantes, intermédiaires et sensibles à 
l’imipenem d’origine clinique et isolées des divers environnements hydriques sont présentés 
dans le graphique 22. 
 
Graphique 22 :   Pourcentages d’Acinetobacter isolés des divers environnements hydriques 
résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles (S) à l’imipenem. 
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Comme pour les souches d’Aeromonas isolées des mêmes environnements hydriques, les 
souches d’Acinetobacter présentent une excellente sensibilité à cet antibiotique de la famille 
des carbapénèmes. En effet, mis à part 2.1 % de souches isolées de l’eau assainie sortant 
de la station d’épuration de Airolo résistantes, toutes les autres souches provenant, aussi 
bien des lieux hydriques les plus contaminés, que des environnements aquatiques naturels 
sont sensibles à cet antibiotique. 
 
 
 
3.3.2.2 Pourcentages de souches d’Acinetobacter résistantes aux 
Quinolones et aux Fluoroquinolones 
 
3.3.2.2.1 Acinetobacter – Acide Nalidixique 
 
 
L’acide nalidixique est un quinolone qui selon les normes CLSI n’est pas utilisé pour le 
traitement des infections dues aux bactéries du genre Acinetobacter. Les données cliniques 
ne sont de ce fait pas disponibles. Les résultats des antibiogrammes pour les souches 
isolées des divers lieux hydriques d’échantillonnage sont exprimés selon les diamètres des 
zones d’inhibition de croissance mesurés (graphique 23). 
 
 
 
Graphique 23 :  Diamètres (mm) des zones d’inhibition de croissance (ZI) à l’acide 
nalidixique d’Acinetobacter isolés des divers environnements hydriques. 
 
 
1 : Eaux usées de l’hôpital Universitaire de Zurich ; 2 : Eaux usées de l’hôpital Civico ; 3 : Eaux usées de l’hôpital 
Italiano ; 4 : STEP de Bioggio (boues activées) ; 5 : Fleuve Vedeggio ; 6 : Lac Ceresio ; 7 : Fleuve Ticino, en 
amont de la STEP de Airolo ; 8 : Eaux souillées, entrée STEP de Airolo ; 9 : STEP de Airolo (boues activées) ; 
10 : Eaux assainies, sortie STEP de Airolo ; 11 : Fleuve Ticino, en aval de la STEP de Airolo ; 12 : Eau du 
robinet. 
 
 
 
De manière générale, les souches bactériennes ayant des diamètres de la zone d’inhibition 
de croissance inférieurs à 10 mm, peuvent être apparentées à des souches résistantes pour 
l’antibiotique considéré. Des Acinetobacter possédant de tels diamètres pour l’acide 
nalidixique ont pu été détectés uniquement dans les eaux usées des l’hôpitaux Universitaire 
de Zurich et Italiano, dans les boues activées des stations d’épuration de Bioggio et de 
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Airolo, dans les eaux entrant et sortant de la station d’épuration de Airolo et, enfin, dans les 
eaux du fleuve Ticino en aval de la STEP de Airolo.  
 
La majorité des Acinetobacter isolés de l’ensemble des environnements hydriques analysés 
sont caractérisées par un diamètre de la zone d’inhibition de croissance supérieur à 20 mm. 
En revanche, très peu de souches ayant un diamètre compris entre 13 et 20 mm ont pu être 
mises en évidence à partir des mêmes échantillonnages. Ainsi, les souches d’Acinetobacter 
isolées se caractériseraient en majorité, soit par un profil phénotypique de sensibilité à 
l’acide nalidixique, soit par un profil de résistance. Les souches présentant des diamètres 
intermédiaires de résistance sont pratiquement absentes. 
 
Les diamètres des souches d’Acinetobacter isolées de l’eau du robinet sont compris entre 22 
et 26 mm, ce qui est attribuable à un profil phénotypique de sensibilité. 
 
 
 
3.3.2.2.2 Acinetobacter – Ciprofloxacine 
 
 
Les pourcentages de souches d’Acinetobacter cliniques et isolées des divers 
environnements hydriques résistantes, intermédiaires et sensibles à la ciprofloxacine sont 
illustrés dans le graphique ci-dessous (graphique 24). 
 
 
Graphique 24 :   Pourcentages d’Acinetobacter d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la ciprofloxacine. 
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Un pourcentage élevé de souches d’Acinetobacter sensibles à la ciprofloxacine a pu être 
détecté dans tous les lieux hydriques d’échantillonnage. 
 
Ainsi, la totalité des souches isolées du fleuve Vedeggio, du Lac Ceresio, du fleuve Ticino en 
amont de la station d’épuration de Airolo et de l’eau du robinet sont sensibles à ce 
fluoroquinolone. Les Acinetobacter isolés des eaux usées de l’hôpital Civico sont également 
tous sensibles à la ciprofloxacine.  
 
Des souches résistantes et intermédiaires ont pu être détectées à un faible pourcentage 
dans les eaux usées de l’hôpital Universitaire de Zurich, dans les eaux usées de l’hôpital 
Italiano et dans les boues activées de la station d’épuration de Bioggio. 
Ces milieux hydriques correspondent effectivement aux lieux où des résidus de substances 
antimicrobiennes peuvent généralement être quantifiés. Les résultats obtenus pour la 
ciprofloxacine semblent, à nouveau, montrer que le taux de souches sensibles tend à 
diminuer à mesure que la qualité de l’eau se dégrade. 
 
Le rôle et la contribution de la station d’épuration de Airolo dans l’enrichissement du fleuve 
Ticino en souches moins sensibles sont, à nouveau, observables. En effet, en suivant le 
graphique (graphique 24), aucune souche résistante ou intermédiaire n’a pu être mise en 
évidence dans les eaux du fleuve Ticino, récoltées en amont de la STEP de Airolo. Après la 
station, cependant, le taux de souches sensibles, isolées du fleuve, baisse légèrement (94.4 
%) au profit de souches à profil intermédiaire (5.6 %). Entre ces deux points de prélèvement, 
les pourcentages de souches résistantes, intermédiaires et sensibles à la sortie de la station 
d’épuration de Airolo, ainsi que dans les boues activées de la STEP tendent à confirmer 
cette possibilité.  
Les eaux usées à assainir affluant dans la station d’épuration de Airolo comportent, en effet, 
10 % de souches résistantes, 3.3 % de souches intermédiaires et 86.7 % de souches 
sensibles. Par effet de dilution, les souches isolées des boues activées de la STEP s’avèrent 
être plus sensibles (91.4 % de souches sensibles, 5.7 % de souches intermédiaires, 2.9 % 
de souches résistantes). Cependant, le pourcentage de souches résistantes et 
intermédiaires augmente à nouveau au détriment des souches sensibles dans les eaux 
dépurées, effluant de la STEP et destinées à être déversées dans le fleuve Ticino. 10.6 % de 
souches résistantes, 4.3 % de souches intermédiaires et 85.1 % de souches sensibles sont, 
en effet, détectées dans ce milieu hydrique considéré. 
 
Les Acinetobacter cliniques analysés se subdivisent en 84.9 % des souches sensibles, 5.4 
% de souches intermédiaires et 9.7 % de souches résistantes. Ces taux se rapprochent de 
ceux détectés dans les eaux usées de l’hôpital Universitaire de Zurich.  
 
 
 
 
 
 
3.3.2.2.3 Acinetobacter – Norfloxacine 
 
 
Dans les divers lieux d’échantillonnage, la distribution des pourcentages d’Acinetobacter 
résistants, intermédiaires et sensibles à la norfloxacine est proche de celle obtenue pour la 
ciprofloxacine. Les résultats sont présentés dans le graphique 25. 
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Graphique 25 :  Pourcentages d’Acinetobacter d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la norfloxacine. 
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Comme pour la ciprofloxacine, les souches sensibles à la norfloxacine sont présentes dans 
tous les divers lieux hydriques analysés à des pourcentages élevés.  
Les souches montrant un profil de résistance ou un profil intermédiaire ont pu être détectées 
uniquement dans les eaux usées des 3 hôpitaux considérés, dans les boues activées des 
stations d’épuration de Bioggio et de Airolo, dans les affluents et les effluents de la STEP de 
Airolo et dans les eaux des fleuves Vedeggio et Ticino, récoltées en aval des stations 
d’épuration.  
 
La situation observée à Bioggio et à Airolo montre, une nouvelle fois, le rôle intermédiaire 
joué par les stations d’épuration dans l’apport de souches moins sensibles dans les eaux de 
surface.  
Les Acinetobacter isolés des boues activées de la station d’épuration de Bioggio, recevant 
notamment les eaux usées des hôpitaux Civico et Italiano, se composent en 9.7 % de 
souches résistantes, 9.7 % de souches intermédiaires et en 80.6 % de souches sensibles à 
la norfloxacine. La situation trouvée dans les boues activées de la station d’épuration de 
Airolo est sensiblement moins préoccupante, puisque aucune souche ne s’est avérée 
résistante à la norfloxacine et 85.7 % des souches sont sensibles. Le taux de souches 
présentant un profil intermédiaire s’élève à 14.3 %.  
Les eaux des fleuves Vedeggio et Ticino collectées après la sortie des effluents traités 
s’avèrent contenir 5.6 % et 20 % de souches à profil intermédiaire. En revanche, toutes les 
 
 
 
 
104
souches du genre Acinetobacter isolées du fleuve Ticino en amont de la STEP de Airolo sont 
sensibles à ce fluoroquinolone. 
 
Les Acinetobacter isolés de l’eau du robinet sont sensibles à la norfloxacine.  
 
Les Acinetobacter d’origine clinique se composent en 10 % de souches résistantes, 10 % de 
souches intermédiaires et 80 % de souches sensibles, soit des pourcentages comparables à 
ceux obtenus dans les eaux usées des hôpitaux.  
 
 
 
 
 
 
 
3.3.2.3 Pourcentages de souches d’Acinetobacter résistantes aux 
Macrolides 
 
 
L’érythromycine et la clarithromycine ne sont pas utilisées pour soigner les infections à 
Acinetobacter. Aucune donnée pour ces deux antibiotiques n’est, de ce fait, disponible pour 
l’échantillonnage clinique. 
Les résultats des profils de résistance obtenus pour les souches isolées des divers lieux 
hydriques sont exprimés directement par les diamètres des zones d’inhibition de croissance 
mesurés après antibiogramme (graphiques 26). 
 
 
 
Graphiques 26 :  Diamètres (mm) des zones d’inhibition de croissance (ZI) à l’érythromycine 
et à la clarithromycine d’Acinetobacter isolés des divers environnements 
hydriques. 
 
 
 
 
 
1 : Eaux usées de l’hôpital Universitaire de Zurich ; 2 : Eaux usées de l’hôpital Civico ; 3 : Eaux usées de l’hôpital 
Italiano ; 4 : STEP de Bioggio (boues activées) ; 5 : Fleuve Vedeggio ; 6 : Lac Ceresio ; 7 : Fleuve Ticino, avant 
la STEP de Airolo ; 8 : Eaux souillées, entrée STEP de Airolo ; 9 : STEP de Airolo (boues activées) ; 10 : Eaux 
assainies, sortie STEP de Airolo ; 11 : Fleuve Ticino, après la STEP de Airolo ; 12 : Eau du robinet. 
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Comme pour les Aeromonas, les résultats obtenus pour les deux macrolides testés sont 
comparables entre eux.  
 
La majorité des souches isolées, pour l’ensemble des points de prélèvement, présentent un 
diamètre des zones d’inhibition de croissance pour l’érythromycine et la clarithromycine 
compris entre 14 et 20 mm. Les souches possédant des diamètres plus étroits, compris 
entre 6 et 13 mm, ont été détectées principalement dans les eaux usées des trois hôpitaux 
considérés, dans les eaux usées à l’entrée de la station d’épuration de Airolo, dans les 
boues activées des stations d’épuration de Bioggio et de Airolo et dans les eaux dépurées 
sortant de la STEP de Airolo. Enfin, les souches présentant des diamètres d’inhibition de 
croissance supérieurs à 21 mm ont été isolées notamment des fleuves Vedeggio et Ticino et 
des eaux assainies libérées par la STEP de Airolo. 
Cette répartition des profils bactériens, évaluée sur la base de leur diamètre de leur zone 
d’inhibition de croissance, montre la présence majoritaire de souches à profil intermédiaire 
aux deux macrolides dans tous les environnements hydriques étudiés, la présence de 
souches à tendance résistante dans les eaux riches en matière organique, en bactéries et 
substances antimicrobiennes et la présence de souches à tendance sensible dans les eaux 
environnementales plus oligotrophes. 
 
En résumé, bien que d’une manière plus subtile, la pression de sélection exercée par les 
agents antimicrobiens dans les eaux usées des hôpitaux et l’effet de dilution de cette 
pression dans les fleuves et les lacs, sont mis en évidence par la répartition des diamètres 
des zones d’inhibition de croissance des souches obtenus pour l’érythromycine et la 
clarithromycine dans les divers milieux hydriques analysés. 
 
 
 
 
 
 
 
3.3.3 Legionella 
 
3.3.3.1 Résistance à l’Erythromycine de souches de Legionella 
pneumophila serogroupe 1  
 
 
Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) pour l’érythromycine des souches de type 
sauvage de Legionella pneumophila serogroupe 1 varient généralement dans une gamme 
de valeurs comprise entre 0.064 et 0.5 µg/ml. 
Aucune association statistique significative (p=0.25) entre les valeurs des CMI pour 
l’érythromycine et l’origine soit clinique, soit environnementale des souches testées n’a pu 
être mise en évidence (graphique 27). 
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Graphique 27 : Valeurs des CMI pour l’érythromycine de souches de Legionella 
pneumophila serogroupe 1 d’origine clinique et environnementale.  
 
 
 
 
La typisation moléculaire SBT 1,4,3 (sequence based typing) a été effectuée sur la base de 
la séquence de trois gènes (flaA, pilE et asd) et selon les directives édictées par le Groupe 
de Travail Européen sur les Infections dues aux Legionella (European Working Group on 
Legionella Infections) (Gaia et al., 2005). 
 
Une corrélation significative (p=0.00012) entre valeurs de CMI pour ce macrolide et souches 
appartenant à un type moléculaire spécifique (SBT 1,4,3) a pu être mise en évidence.  
En effet, en comparaison aux autres types SBT, les souches de Legionella pneumophila 
appartenant au type SBT 1,4,3 se sont avérées avoir des valeurs de CMI plus élevées 
(graphique 28). Les valeurs des CMI des souches appartenant au type 1,4,3 sont comprises 
entre 0.25 et 0.5 µg/ml, celles des autres types SBT sont, en revanche, comprises entre 0.12 
et 0.25 µg/ml. Ce résultat démontre une résistance plus grande à l’érythromycine des 
souches de Legionella pneumophila appartenant au type SBT 1,4,3 par rapport aux souches 
de Legionella pneumophila appartenant aux autres génotypes. 
 
 
 
Graphique 28 : Valeurs des CMI de souches de Legionella appartenant au génotype SBT 1, 
4, 3 et aux autres génotypes.  
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Le génotype SBT 1,4,3 est un type endémique, présent partout en Europe. Il est 
fréquemment isolé aussi bien d’échantillons environnementaux, que d’échantillons cliniques 
de patients atteints de la maladie du Légionnaire. 
 
 
 
 
 
 
 
3.4 Corrélation entre concentrations de Ciprofloxacine dans 
les eaux usées des hôpitaux et sensibilité des souches 
d’Aeromonas et d’Acinetobacter isolées 
 
 
Les concentrations de ciprofloxacine et de norfloxacine (fluoroquinolones), ainsi que 
d’érythromycine et de clarithromycine (macrolides), dans certains échantillonnages des eaux 
usées des hôpitaux, du fleuve Ticino et des affluents et effluents de la station d’épuration de 
Airolo, ont été déterminées par le groupe du Prof. Dr. Giger (EAWAG, Dübendorf, Suisse).  
 
Les diverses concentrations détectées dans les échantillons analysés sont présentées dans 
les deux tableaux ci-dessous (tableaux 32 et 33). 
 
 
 
Tableau 32 : Concentrations (µg/l) de ciprofloxacine (CIP), norfloxacine (NOR), 
érythromycine (E) et de clarithromycine (CLR) mesurées dans les eaux 
usées des hôpitaux Civico, Italiano et Universitaire de Zurich (ZH). 
 
Concentrations en µg/l Prélèvements CIP c) NOR c) E d) CLR d) 
Hôpital Civico, av. chloration (7.06.02) 9 nd 3.23 0.07 
Hôpital Civico, ap. chloration (7.06.02) 12 nd 4.94 0.02 
Hôpital Italiano (7.06.02) nd nd < 0.01 0.03 
Hôpital Universitaire de ZH, A a) (11.06.02) 5 0.3 < 0.01 0.23 
Hôpital Universitaire de ZH, B b) (11.06.02) 13 2 < 0.01 1.16 
Hôpital Universitaire de ZH, B b) (20.08.02) na na 0.03-0.81 0.05-0.95 
Hôpital Universitaire de ZH, B b) (7.10.02) na na < 0.05 1.1-21.3 
Eau du robinet (contrôle) nd nd < 0.01 < 0.02 
 
a)      eaux usées des unités de radiologie, oncologie et soins intensifs (réservoir A) 
b)      eaux usées des unités de pathologie (réservoir B) 
c)      Fluoroquinolones d’après Golet et al., 2001 
d)      Macrolides d’après McArdell et al., 2003 
av  :  avant 
ap  : après 
nd  : non détecté 
na  : non analysé 
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Tableau 33 : Concentrations (µg/l) d’érythromycine (E) et de clarithromycine (CLR) 
mesurées dans le fleuve Ticino et dans les eaux entrant et sortant de la 
station d’épuration de Airolo. 
 
 
Concentrations en µg/l Prélèvements E a) CLR a) 
Fleuve Ticino, en amont de la STEP de Airolo (17.09.02) < 0.01 < 0.01 
Fleuve Ticino, en aval de la STEP de Airolo (17.09.02) < 0.01 0.06 
Eaux usées entrant dans la STEP de Airolo (17.09.02) < 0.01 0.34 
Eaux assainies sortant de la STEP de Airolo (17.09.02) na na 
 
a)        : Macrolides d’après McArdell et al., 2003 
STEP : station d’épuration 
na       : non analysé 
 
 
 
Les résultats obtenus montrent la présence effective, de l’ordre du µg/l, de résidus de 
ciprofloxacine, d’érythromycine et de clarithromycine dans les eaux usées des hôpitaux 
Civico, Italiano et Universitaire de Zurich (tableau 32). 
 
L’hôpital Civico comporte 245 lits contre 58 pour l’hôpital Italiano. Les concentrations plus 
faibles de résidus d’antibiotiques détectées dans les eaux usées de ce dernier hôpital sont 
ainsi explicables par le nombre réduit de patients hospitalisés et donc d’antibiotiques utilisés.  
En comparaison au réservoir A, les concentrations plus élevées de résidus d’antibiotiques, 
mises en évidence dans le réservoir B de l’hôpital Universitaire de Zurich semblent être un 
résultat justifié par la provenance différente des eaux usées récoltées. En effet et de manière 
générale, un nombre plus important d’antibiotiques sont administrés dans les unités de 
pathologies, que dans les unités de radiologie, d’oncologie et des soins intensifs. 
 
Les eaux du fleuve, en amont de la station d’épuration de Airolo, contiennent une quantité 
très faible d’érythromycine et de clarithromycine, inférieure à 0.01 µg/l. En revanche, la 
concentration de clarithromycine augmente légèrement et atteint la valeur de 0.06 µg/l dans 
les eaux du fleuve récoltées en aval de la station d’épuration (tableau 33). Ceci n’est 
malheureusement pas surprenant. En effet, 0.34 µg/l de clarithromycine ont été détectés 
dans les eaux souillées entrant dans la station d’épuration. Même si les données ne sont pas 
disponibles pour les eaux assainies sortant de la station, il est concevable que 
l’enrichissement du fleuve en clarithromycine soit du au déversement de la station 
d‘épuration.  
Les macrolides, en effet, ne sont pas entièrement éliminés par les stations d’épuration et 
peuvent de ce fait atteindre les eaux de surface (Giger et al., 2003). 
Le taux d’érythromycine mesuré dans les eaux usées à l’entrée de la STEP de Airolo est très 
faible puisque inférieur à 0.01 µg/l. La concentration d’érythromycine mesurée dans les eaux 
du fleuve en amont et en aval de la station d’épuration n’est, de ce fait, pas influencée par le 
déversement de la STEP.  
 
Une corrélation a pu être observée entre les concentrations de ciprofloxacine mesurées dans 
les eaux usées des hôpitaux Civico (avant et après chloration) et Universitaire de Zurich 
(réservoir A et B) et le pattern de sensibilité des souches d’Aeromonas et d’Acinetobacter 
isolées.  
Ainsi, plus la concentration de ce fluoroquinolone s’est avérée élevée dans un échantillon 
d’eau donné, plus les diamètres des zones d’inhibition de croissance, déterminés par 
antibiogramme, des souches isolées à cet endroit se sont avérés étroits (graphiques 29).  
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La concentration de ciprofloxacine mesurée, par exemple, dans le réservoir B de l’hôpital 
Universitaire de Zurich atteint 13 µg/l. La majorité des souches d’Aeromonas isolées de ce 
milieu, possèdent des zones d’inhibition de croissance mesurant entre 6 et 16 mm de 
diamètre. Les souches d’Aeromonas isolées du réservoir A, possèdent des diamètres des 
zones d’inhibition de croissance compris entre 16 et 26 mm. Parallèlement, la concentration 
de ciprofloxacine détectée à cet endroit est de 5 µg/l. Cette constatation montre une 
augmentation de la résistance des souches présentes dans les environnements hydriques à 
mesure que la concentration de l’antibiotique analysé augmente. Cette remarque est 
également valable pour les souches d’Acinetobacter isolées de ces milieux hydriques. 
 
 
 
Graphiques 29 : Corrélation entre concentrations de ciprofloxacine mesurées dans les eaux 
usées des hôpitaux Civico et Universitaire de Zurich et le pattern de 
sensibilité des souches d’Aeromonas et d’Acinetobacter isolées. 
 
 Aeromonas  Acinetobacter 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Barres        : concentrations de ciprofloxacine en µg/l 
Points         : diamètres des zones d’inhibition de croissance mesurés à l’antibiogramme en mm 
H-Ci, av Cl : eaux usées de l’hôpital Civico, avant le traitement au chlore ; H-Ci, ap Cl : eaux usées de 
l’hôpital Civico, après le traitement au chlore ; HZH-A : eau usées de l’hôpital Universitaire de Zurich, 
réservoir A ; HZH-B : eau usées de l’hôpital Universitaire de Zurich, réservoir B 
 
 
Ce résultat tend à indiquer que même des concentrations basses d’antibiotiques présentes 
dans les milieux hydriques peuvent affecter le profil de résistance des bactéries d’origine 
environnementale.  
 
La présence d’antibiotiques dans les eaux souillées hospitalières est clairement due à leur 
utilisation clinique. La même origine clinique peut être attribuée aux bactéries présentes 
dans ces mêmes eaux.  
Cependant, la majorité des infections à Aeromonas se traduisant par de légères gastro-
entérites, les patients infectés ne sont ainsi que rarement hospitalisés. De plus, les isolats 
fécaux sont généralement sensibles aux antibiotiques. Ces considérations indiquent que, 
dans les milieux hydriques hospitaliers, la présence des bactéries de ce genre bactérien peut 
être corrélée à une origine environnementale, plutôt que clinique. Les Aeromonas, ainsi 
présents, sont soumis à une pression de sélection due à la présence d’antibiotiques pouvant, 
effectivement, résulter dans le développement et la croissance de souches plus résistantes. 
Les Acinetobacter étant fréquemment impliquées et responsables d’infections nosocomiales 
et cause d’hospitalisation, la présence de souches résistantes dans les eaux souillées, 
même si corrélée à la quantité d’antibiotiques, peuvent provenir des patients infectés, voire 
des rejets hospitaliers.  
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3.5 Induction de résistances in vitro 
 
 
Lors d’une étude effectuée en 2000 sur l’évaluation du niveau de résistance antimicrobienne 
des bactéries du genre Aeromonas isolées de l’Arga et de la Garonne (deux fleuves pollués 
respectivement d’Espagne et de France), 59 % des isolats se sont avérés résistants à l’acide 
nalidixique (Goñi-Urriza et al., 2000). Ce taux s’élève à 17.9 % pour le fleuve Vedeggio et à 
36.4 % pour le fleuve Ticino, après la STEP de Airolo. Les valeurs obtenues pour les STEP 
de Bioggio et de Airolo s’élèvent respectivement à 77.2 % et 32.4 %. Comme pour les 
Aeromonas isolées des fleuves Arga et de la Garonne, les souches isolées des fleuves 
Ticino et Vedeggio, ainsi que des STEP de Airolo et de Bioggio restent pour la plupart 
sensibles aux fluoroquinolones testés, à savoir la ciprofloxacine et la norfloxacine.  
Dans le but d’évaluer le risque potentiel de la présence de ciprofloxacine détectée dans les 
eaux usées des hôpitaux sur la sélection d’Aeromonas résistantes, une souche clinique et 
environnementale a alors été exposée in vitro à cet antibiotique.  
 
La résistance aux bêta-lactames chez les Acinetobacter spp. est généralement associée à la 
production de β-lactamases, comme les enzymes à spectre étroit largement répandues 
TEM-1 et TEM-2, conférant un niveau élevé de résistance aux pénicillines et un faible taux 
de résistance aux antibiotiques de la 1ère génération de céphalosporines (Bérézin et Towner, 
1996 ; Chaudhry et Aggarwal, 2004). 
La ceftriaxone, une céphalosporine de la 3ème génération, a ainsi été choisie pour les essais 
d’induction de résistance in vitro effectués sur la souche d’origine clinique et 
environnementale d’Acinetobacter.  
 
Comme déjà souligné, les bactéries du genre Legionella possèdent une résistance 
constitutive aux antibiotiques de la famille des bêta-lactames. L’érythromycine, représente un 
des antibiotiques de choix pour le traitement de la maladie du Légionnaire. Celui-ci a, de ce 
fait, été choisi pour effectuer les essais d’induction de résistances in vitro des souches 
d’origine clinique et environnementale de Legionella.  
 
Les essais d’induction de résistances in vitro, par exposition à un mélange de ceftriaxone, de 
ciprofloxacine et d’érythromycine ont été effectués uniquement sur les souches cliniques et 
environnementales d’Aeromonas et d’Acinetobacter.  
 
 
 
 
3.5.1 Exposition à un unique antibiotique 
 
3.5.1.1 Aeromonas, souche environnementale exposée à la 
Ciprofloxacine 
 
La souche environnementale d’Aeromonas choisie pour effectuer les essais d’induction de 
résistances in vitro, a été isolée des eaux assainies sortant de la station d’épuration de 
Airolo, avant leur déversement dans le fleuve Ticino. Sa température optimale de croissance 
en laboratoire est de 30°C. Sa croissance est totalement inhibée à 37°C, confirmant son 
origine environnementale, ainsi que son absence de pathogénicité pour l’homme. 
L’identification de cette souche par le système standardisé API 20NE révèle un profil se 
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rapportant, à l’espèce Aeromonas sobria. L’identification moléculaire complémentaire du 16S 
ARNr associe cette souche à l’espèce Aeromonas veronii bv sobria. 
Le résultat du profil phénotypique de résistance caractérisant la souche aux 12 antibiotiques 
testés est présenté dans le tableau 34. 
 
 
Tableau 34 : Profil phénotypique de résistance de la souche environnementale parentale 
d’Aeromonas. 
 
 
Antibiogramme : Diamètres ZI (mm) 
Bêta-Lactames Quinolones Macrolides Souche isolée AMP P IMP CZ CXM CRO FEP NA CIP NOR E CLR 
Croissance
à 37°C 
SAD A5 6 6 33 24 31 34 36 6 30 28.5 14 12 négative 
 
SAD A5 :   Step Airolo Dopo Aeromonas n° 5 
ZI           :   zones d’inhibition de croissance 
AMP    : ampicilline ; P: pénicilline ; IMP : imipenem; CZ : céfazoline ; CXM : céfuroxime ; CRO : 
ceftriaxone ; FEP : céfépime ; NA : acide nalidixique ; CIP : ciprofloxacine ; NOR : 
norfloxacine ; E : érythromycine ; CLR : clarithromycine 
Vert        :   profil de sensibilité  (en référence aux normes CLSI) 
Rouge        profil de résistance (en référence aux normes CLSI) 
 
 
 
En comparaison aux profils de résistance obtenus pour l’ensemble des Aeromonas isolés 
des environnements hydriques analysés et ne présentant aucune croissance à 37°C, cette 
souche s’avère être parmi les plus sensibles. 
Ainsi, cette souche apparaît sensible à l’imipenem et aux représentants des 4 générations de 
céphalosporines testées (céfazoline, céfuroxime, ceftriaxone et céfépime). La résistance à 
l’ampicilline et à la pénicilline est intrinsèque pour les bactéries de ce genre bactérien.  
La souche est résistante à l’acide nalidixique (quinolone), mais sensible aux fluoroquiolones 
testés (ciprofloxacine et norfloxacine).  
Les diamètres des zones d’inhibition de croissance obtenus pour l’érythromycine et la 
clarithromycine se rapprochent à des valeurs correspondant à la résistance.  
 
Lors de cette expérience d’induction par exposition à un unique antibiotique, la souche 
d’Aeromonas environnementale choisie a été confrontée, dans son milieu de culture, à 
diverses concentrations croissantes de ciprofloxacine, à savoir, 0.7 µg/l, 7 µg/l, 20 µg/l, 200 
µg/l, 2000 µg/l, et 4000 µg/l. Les trois premières valeurs d’exposition correspondent aux 
concentrations de ciprofloxacine qui ont pu été détectées, au cours de cette étude, dans les 
eaux usées hospitalières. A partir de 200 µg/l, les concentrations augmentent 
successivement jusqu’à la dernière valeur (4 µg/ml) correspondant à la concentration 
minimale inhibitrice (CMI) de résistance à la ciprofloxacine définie par les normes standard 
d’interprétation édictées par le CLSI. 
 
Seules les résultats significatifs sont exposés dans le graphique et tableau ci-dessous 
(graphique 30 ; tableau 35). 
 
La capacité de croissance de la souche environnementale d’Aeromonas exposée à des 
concentrations croissantes de ciprofloxacine a été estimée par la mesure de la densité 
bactérienne au spectrophotomètre. L’estimation de la croissance par la méthode 
spectrophotométrique est moins sensible que la méthode du dénombrement des colonies et 
possède une limite de détection aux alentours de 103-104 UFC/ml. Il est ainsi possible qu’à 
une absorption égale à zéro, des colonies restent isolables et dénombrables en culture. 
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La mesure de l’absorption obtenue montre que les concentrations de ciprofloxacine 
mesurées dans les eaux usées des hôpitaux ne semblent pas perturber in vitro la croissance 
de la souche. Des concentrations supérieures de ciprofloxacine équivalentes à 200 µg/l 
réduisent fortement ou inhibent la croissance de cette population bactérienne (graphique 30). 
 
 
Graphique 30 :  Croissance de la souche environnementale d’Aeromonas en fonction des 
concentrations de ciprofloxacine (CIP) (mesure par spectrophotomètre). 
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Les résultats des antibiogrammes et des E-Tests (tableau 35) obtenus après les diverses 
expositions de la souche environnementale aux concentrations variées de ciprofloxacine 
permettent de mettre en évidence principalement trois situations distinctes.  
 
 
 
Tableau 35 : Antibiogramme et E-test de la souche environnementale d’Aeromonas après 
exposition aux diverses concentrations de ciprofloxacine. 
 
 
Exposition à la CIP (µg/l) E-Test (µg/ml)
Antibiogramme : 
Diamètres ZI (mm) 
Aeromonas 
veronii bv sobria, 
souche 
environnementale 
1èreExposition 
(24h.) 
2èmeExposition 
(24h.) 
3èmeExposition 
(24h.) CIP CZ NA CIP NOR
Témoin négatif Culture sans antibiotiques 0.064 24 6 30 28.5 
1ère  Expérience 20 20  0.064 24 6 30 28.5 
2ème Expérience 20 20 200 0.38 9 6 24 21 
3ème Expérience 20 200  0.38 24 6 24 28.5 
4ème Expérience 200 200  0.38 8.5 6 24 20 
5ème Expérience 200 200  0.19 24 6 26 24 
 
ZI        :  zones d’inhibition de croissance 
CIP      : ciprofloxacine ; CZ : céfazoline ; NA ; acide nalidixique ; NOR : norfloxacine 
Bleu    :  concentrations de ciprofloxacine détectées dans les eaux usées des hôpitaux 
Vert     :  profil de sensibilité (en référence aux normes CLSI) 
Jaune :   profil intermédiaire de résistance (en référence aux normes CLSI) 
Rouge :  profil de résistance (en référence aux normes CLSI) 
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La première situation illustrée par la première expérience, (tableau 35, expérience 1), montre 
que les concentrations de ciprofloxacine trouvées dans les eaux usées des hôpitaux 
n’affectent en rien le profil de résistance de la souche exposée. En effet, dans cette première 
situation la valeur de la CMI obtenue par E-Test pour la ciprofloxacine (0.064 µg/ml), ainsi 
que les diamètres des zones d’inhibition de croissance mesurés pour les 12 antibiotiques 
testés sont identiques entre la souche parentale non exposée (témoin négatif) et la souche 
après exposition. 
 
La deuxième situation mise en évidence par les expériences 2 et 3 montre en revanche 
qu’une exposition subséquente à 200 µg/l, soit à une concentration de ciprofloxacine 10 fois 
plus élevée que la plus haute concentration hydrique de l’inducteur détectée dans les eaux 
usées des hôpitaux, peut affecter le profil de résistance de la souche. Au cours de 
l’expérience 2, l’exposition à la ciprofloxacine a pu induire, non seulement une diminution de 
la sensibilité aux deux fluoroquinolones testés, à savoir la ciprofloxacine et la norfloxacine, 
mais également une résistance à la céfazoline, une céphalosporine de la 1ère génération, non 
utilisée lors des essais d’induction. La diminution de la sensibilité à la ciprofloxacine est mise 
en évidence par l’augmentation de la CMI, qui passe de 0.064 µg/ml pour le témoin négatif à 
0.38 µg/ml pour la souche induite. Les diamètres des zones d’inhibition, mesurés à 
l’antibiogramme, confirment la diminution de la sensibilité à la ciprofloxacine, à la 
norfloxacine et l’induction de résistance à la céfazoline (tableau 35, expériences 1 et 2).  
 
La troisième situation apparaît lorsque la souche environnementale d’Aeromonas est 
exposée directement à 200 µg/l (tableau 35, expériences 3 et 4). Cette exposition directe 
peut engendrer, comme montré par l’expérience 4 et déjà obtenu au cours de l’expérience 2, 
une modification de la réponse de la souche face à l’inducteur et face à d’autres 
antibiotiques non utilisés lors de l’expérience d’induction. En effet, la souche exposée 
devient ici moins sensible aux deux fluoroquinolones testés et résistante à la céfazoline.  
Enfin, au cours de l’expérience 5, la souche exposée directement à 200 µg/l a modifié sa 
réponse de façon significative face à son inducteur et de manière sensible face à la 
norfloxacine, antibiotique appartenant à la même famille chimique que l’inducteur. L’E-Test 
pour la ciprofloxacine augmente, après exposition, de 0.064 µg/ml à 0.19 µg/ml, modifiant 
pour cet antibiotique le profil de la souche de sensible à intermédiaire. Le profil phénotypique 
de résistance face aux 10 autres antibiotiques testés (ampicilline, pénicilline, imipenem, 
céfazoline, céfuroxime, ceftriaxone, céfépime, acide nalidixique, érythromycine et 
clarithromycine) reste, cependant, identique à celui de la souche témoin.  
 
 
 
3.5.1.2 Aeromonas, souche clinique exposée à la Ciprofloxacine 
 
La souche d’Aeromonas d’origine clinique choisie pour effectuer les différents essais 
d’induction de résistances in vitro a été isolée des selles d’un patient et appartient à la 
collection de l’Institut Cantonal de Microbiologie (ICM ; Bellinzone, Suisse).  
Les différents tests biochimiques effectués, ainsi que l’analyse de la séquence du 16S ARNr 
identifie cette souche comme faisant partie de l’espèce Aeromonas veronii bv sobria. 
Comme pour l’Aeromonas d’origine environnementale et à l’exception de la résistance 
intrinsèque à l’ampicilline et à la pénicilline, cette souche est sensible à la majorité des 12 
antibiotiques testés. Le résultat du profil de résistance obtenu après antibiogramme est 
donné dans le tableau ci-dessous (tableau 36). 
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Tableau 36 :  Profil phénotypique de résistance de la souche clinique parentale 
d’Aeromonas. 
 
 
Antibiogramme : Diamètres ZI (mm) 
Bêta-Lactames Quinolones Macrolides 
Souche 
isolée 
AMP P IMP CZ CXM CRO FEP NA CIP NOR E CLR 
Croissance
à 37°C 
F596 6 6 22 19 32 34 34 32 36 35 16 15 positive 
 
F596         :  souche d’Aeromonas clinique, collection de l’Istituto Cantonale di Microbiologia (Bellinzona). 
AMP     : ampicilline ; P: pénicilline ; IMP : imipenem ; CZ : céfazoline; CXM : céfuroxime; CRO : 
ceftriaxone ; FEP : céfépime ; NA : acide nalidixique ; CIP : ciprofloxacine ; NOR : 
norfloxacine ; E : érythromycine ; CLR : clarithromycine 
Vert         :  profil de sensibilité  (en référence aux normes CLSI) 
Rouge     :  profil de résistance (en référence aux normes CLSI) 
 
 
 
La méthode utilisée, les conditions d’expérience, ainsi que les concentrations de 
ciprofloxacine choisies pour les essais d’induction de la souche clinique sont les mêmes que 
celles mises en œuvre pour la souche environnementale. Ainsi, la souche clinique, en phase 
exponentielle de croissance, a été exposée à 0.7 µg/l, 7 µg/l, 20 µg/l, 200 µg/l, 2000 µg/l, et 
4000 µg/l de ciprofloxacine pour des durées de culture allant de 24 à 48 heures.  
 
Les résultats des essais d’induction de résistances in vitro par exposition à un unique 
antibiotique ont été analysés sur la base de la mesure spectrophotométrique de la turbidité 
de la suspension bactérienne, de la croissance exprimée en nombre d’UFC/ml et par 
comparaison des profils phénotypiques de résistances obtenus pour la souche clinique 
témoin et la souche clinique exposée. 
 
 
 
Graphique 31 : Croissance de la souche environnementale et clinique d’Aeromonas en 
fonction des concentrations de ciprofloxacine (CIP) (mesure par 
spectrophotomètre). 
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En comparaison à la souche environnementale, la souche clinique exposée apparaît plus 
sensible à la présence de ciprofloxacine. En effet, alors que la souche environnementale 
peut croître et donner des colonies cultivables jusqu’à une concentration de ce 
fluoroquinolone égale à 200 µg/l, une inhibition de la croissance de la souche clinique 
apparaît déjà à une concentration de 20 µg/l. A cette concentration hydrique de 
ciprofloxacine, la mesure de l’absorption, ainsi que le nombre de colonies dénombrables 
sont équivalents à 0 (graphique 31 ; tableau 37).  
 
 
 
Tableau 37 :  UFC/ml et CMI de la souche clinique d’Aeromonas après exposition aux 
diverses concentrations de ciprofloxacine. 
 
 
 
Aeromonas veronii bv 
sobria, souche 
clinique 
Exposition 
(24h) à la CIP 
(µg/l) 
UFC/ml E-Test : CMI CIP (µg/ml) 
Témoin négatif 0 5.9 x 108 0.003 
1ère Expérience 7 5.9 x 108 0.003 
2ème Expérience 20 0 - 
3ème Expérience 200 0 - 
 
UFC : unité formant des colonies 
CIP  : ciprofloxacine 
Bleu : concentrations de ciprofloxacine détectées dans les eaux usées des hôpitaux 
 
 
 
Le profil phénotypique de résistance aux 12 antibiotiques testés, ainsi que la valeur de la 
CMI pour la ciprofloxacine des colonies après exposition à 7 µg/l sont identiques aux valeurs 
obtenues pour la souche témoin (tableau 37). 
 
 
 
 
 
3.5.1.3 Acinetobacter, souche environnementale exposée à la Ceftriaxone 
 
La souche environnementale appartenant au genre Acinetobacter choisie pour effectuer les 
expériences d’induction de résistances in vitro a été isolée des eaux assainies sortant de la 
station d’épuration de Airolo, avant leur déversement dans le fleuve Ticino. Le profil 
numérique fournis par le système standardisé API 20NE identifie cette souche comme 
appartenant à l’espèce Acinetobacter lwoffii (identification à 91,8 %) ou aux espèces 
Acinetobacter junii / johnsonii (identification à 6.7 %). 
 
Cette souche est caractérisée par une incapacité de former des colonies à 37 °C et, en 
référence aux normes CLSI, par un profil phénotypique sensible à l’imipenem, à la 
ceftriaxone, à la céfépime, à la ciprofloxacine et à la norfloxacine. A l’exception de la 
céfazoline, les diamètres des zones d’inhibition de croissance des autres antibiotiques testés 
s’avèrent être tous supérieurs ou égaux à 20 mm. Le résultat du profil de résistance obtenu 
par antibiogramme est donné dans le tableau ci-dessous (tableau 38). Parmi les 
Acinetobacter isolés des divers environnements hydriques, ne poussant pas à 37°C, cette 
souche se retrouve être parmi les plus sensibles.  
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Tableau 38 : Profil phénotypique de résistance de la souche environnementale parentale 
d’Acinetobacter. 
 
 
Antibiogramme : Diamètres ZI (mm) 
Bêta-Lactames Quinolones Macrolides Souche isolée AMP P IMP CZ CXM CRO FEP NA CIP NOR E CLR 
Croissance
à 37°C 
SADAc11 27 20 37 11 24.5 26.5 30 24.5 31 25 21 23 négative 
 
SAD  :    STEP Airolo Dopo, Ac : Acinetobacter 
AMP :  ampicilline ; P : pénicilline ; IMP : imipenem ; CZ : céfazoline ; CXM : céfuroxime ; CRO : 
ceftriaxone ; FEP : céfépime ; NA : acide nalidixique ; CIP : ciprofloxacine ; NOR : norfloxacine ; 
E : érythromycine ; CLR : clarithromycine 
Vert  :     profil de sensibilité (en référence aux normes CLSI) 
 
 
 
La souche d’Acinetobacter d’origine environnementale choisie a été exposée in vitro aux 
concentrations suivantes de ceftriaxone : 7 µg/l, 14 µg/l, 21 µg/l, 210 µg/l, 2100 µg/l, 21’000 
µg/l, 40’000 µg/l, 64’000 µg/l. Les concentrations de ceftriaxone mesurées dans les eaux 
usées des hôpitaux sont celles comprises entre 7 et 21 µg/l. En référence aux normes CLSI, 
la dernière valeur d’exposition (64 µg/ml) correspond à la concentration minimale inhibitrice 
(CMI) au-delà de laquelle une souche appartenant à ce genre bactérien est définie comme 
résistante à la ceftriaxone. 
 
A nouveau, seules les résultats significatifs sont exposés dans le graphique et tableau ci-
dessous (graphique 32 ; tableau 39). 
 
La mesure de l’absorption traduit la capacité de croissance de la souche environnementale 
d’Acinetobacter de croître en fonction de la présence des diverses concentrations de 
ceftriaxone (graphique 32).  
 
 
Graphique 32 : Croissance de la souche environnementale d’Acinetobacter en fonction des 
concentrations de ceftriaxone (CRO) (mesure par spectrophotomètre). 
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L’exposition à la plus basse concentration environnementale hydrique de ceftriaxone (7 µg/l) 
ne semble pas affecter la croissance de la souche environnementale d’Acinetobacter. En 
effet, à cette concentration l’absorption mesurée est supérieure à celle obtenue pour la 
souche parentale témoin, cultivée en absence de l’inducteur. En revanche, à partir des 
concentrations environnementales supérieures, une diminution lente de l’absorption est 
observable, ce qui dénote une réduction progressive de la croissance de la souche. De 210 
µg/l à 2100 µg/l, soit, des concentrations de 10 à 100 fois supérieures aux mesures 
détectables dans l’environnement, une réduction brusque de la densité bactérienne est 
observable. Enfin, une absorption égale à 0 apparaît à une concentration de 21’000 µg/l. A 
cette même concentration, aucune colonie n’a pu être isolée.  
 
L’estimation de la croissance par l’utilisation d’un spectrophotomètre ne permet pas de 
distinguer les cellules vivantes des cellules mortes. Pour vérifier la viabilité et la cultivabilité 
des bactéries exposées, le dénombrement en nombre d’UFC/ml a été effectué à la suite des 
diverses expositions.  
 
 
 
Tableau 39 : UFC/ml et CMI de la souche environnementale d’Acinetobacter après 
exposition aux diverses concentrations de ceftriaxone. 
 
 
Exposition à la CRO (µg/l) E-Test : CMI (µg/ml) 
Acinetobacter 
lwoffii, souche 
environnementale 1ère Exposition (24h.) 2ème Exposition (24h.) 
UFC/ml 
CRO 
Témoin négatif Culture sans antibiotique 1.54x107 0.75 -1 
1ère    Expérience 7 - 1.64x107 1 
2ème   Expérience 14 - 1.66x107 1 
3ème   Expérience 21  3.78x107 1 
4ème   Expérience 210  1.8x107 1 
5ème   Expérience 2100  1.7x102 1.5 
6ème   Expérience 7 14 2.6x107 1.5 
7ème   Expérience 7 21 2.2x107 2 
8ème   Expérience 7 2100 4.7x102 3 
9ème   Expérience 21 2100 1.6x102 3 
10ème Expérience 2100 2100 1.1x105 3 
11ème Expérience 21 000 - 0 - 
12ème Expérience 40 000 - 0 - 
 
CRO  : ceftriaxone 
UFC  : unité formant des colonies 
Bleu  : concentrations de ceftriaxone détectées dans les eaux usées des hôpitaux 
Vert   : profil de sensibilité (en référence aux normes CLSI) 
 
 
 
 
Après 24 heures d’exposition aux concentrations hydriques de ceftriaxone, une faible 
fluctuation du nombre d’UFC/ml est observée : à 7 µg/l de ceftriaxone, 1.64x107 UFC/ml sont 
dénombrés, à 14 µg/l le nombre d’UFC/ml reste stable (1.66x107 UFC/ml), enfin, une légère 
augmentation du nombre de colonies (3.78x107 UFC/ml) est observable pour la souche 
exposée à 21 µg/l de l’inducteur antimicrobien.  
A une concentration de ceftriaxone de 210 µg/l, soit dix fois supérieure aux concentrations 
hydriques mesurables, la croissance de la souche d’Acinetobacter d’origine 
environnementale semble encore n’être que peu perturbée par la présence de l’inducteur. A 
cette concentration, le nombre d’UFC/ml dénombrable après 24 heures d’exposition (1.8x107 
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UFC/ml) est, en effet, proche de celui obtenu pour la souche parentale cultivée en absence 
de ceftriaxone.  
L’importante diminution de croissance, mise en évidence par turbidimétrie après 24 heures 
d’exposition à 2100 µg/l de ceftriaxone, est également observable par le dénombrement des 
colonies. A cette concentration, le nombre d’unité formant des colonies énuméré chute 
effectivement de 1.54x107 UFC/ml pour la souche témoin à 1.7x102 UFC/ml pour la souche 
exposée. 
A partir de 21’000 µg/l de ceftriaxone, aucune colonie n’a pu être dénombrée (tableau 39, 
expérience 11).  
 
La valeur de la CMI pour la ceftriaxone déterminée par E-Test est comprise entre 0.75 et 1 
µg/ml pour la souche parentale témoin (tableau 39). Une exposition de 24 heures aux 
concentrations environnementales de ceftriaxone, ainsi qu’à 210 µg/l, ne modifie pas la 
sensibilité de la souche face à cet antibiotique (tableau 39, expériences 1, 2 ,3 et 4).  
 
Une légère augmentation de la résistance, caractérisée par une augmentation de la CMI 
pour la ceftriaxone équivalente à 1.5 - 2 µg/ml peut être obtenue après 48 heures 
d’exposition à des concentrations environnementales hydriques de l’antibiotique (tableau 39, 
expériences 6 et 7). 
Une exposition directe de 24 heures à des concentrations élevées de ceftriaxone (tableau 
39, expérience 5) ou des expositions subséquentes à des concentrations de ceftriaxone 
supérieures aux concentrations détectables des les eaux usées des hôpitaux (tableau 39, 
expériences 8 et 9) peuvent également induire une résistance majeure de la souche 
exposée, visible par l’augmentation de la valeur de la CMI pour cet antibiotique.  
Au cours de l’expérience d’induction exposant directement la souche à 2100 µg/l pendant 48 
heures (tableau 39, expérience 10), l’augmentation de la résistance à la ceftriaxone est de 
plus associée à une augmentation du fitness bactérien. En effet, dans cette situation, le 
nombre de colonies dénombrables in vitro atteint 1.1 x105 UFC/ml, soit une augmentation 
d’un facteur 1000 par rapport à la population précédemment exposée. 
 
Les diverses expériences d’induction de résistances in vitro par exposition à des 
concentrations croissantes de ceftriaxone, semblent, au fil du temps, sélectionner une sous 
population de la souche environnementale d’Acinetobacter, qui sans perdre sa sensibilité, 
s’adapte progressivement et devient petit à petit, phénotypiquement plus résistante à 
l’inducteur antimicrobien présent.  
 
 
 
 
3.5.1.4 Acinetobacter, souche clinique exposée à la Ceftriaxone 
 
La souche d’Acinetobacter d’origine clinique choisie pour les différentes expériences 
d’induction de résistances in vitro a été isolée d’un frottis oculaire effectué chez un nouveau-
né infecté. Cette souche est, selon les normes CLSI, sensible à l’imipenem, à la ceftriaxone, 
à la céfépime, à la ciprofloxacine et enfin à la norfloxacine. Les diamètres des zones 
d’inhibition obtenus pour les 7 autres antibiotiques testés sont également proches de ceux 
obtenus pour la souche environnementale d’Acinetobacter choisie (tableau 40). Les profils 
phénotypiques de résistance des souches d’Acinetobacter d’origine clinique et 
environnementale obtenus avant les différents essais d’induction sont, ainsi, comparables.  
 
L’identification de l’Acinetobacter d’origine clinique par le système standardisé API 20NE 
associe cette souche à l’espèce Acinetobacter lwoffii (identification à 82.7%) ou à l’espèce 
Acinetobacter radioresistens (identification à 10.1%). 
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Tableau 40 :  Profil phénotypique de résistance de la souche clinique parentale 
d’Acinetobacter. 
 
Antibiogrammes : Diamètres ZI (mm) 
Bêta-Lactames Quinolones Macrolides Souche clinique AMP P IMP CZ CXM CRO FEP NA CIP NOR E CLR 
Croissance
à 37°C 
ACA 20 23 17 36 10 25 23 28 27 31 26 18 19 positive 
 
ACA  :  Acinetobacter 
AMP : ampicilline ; P : pénicilline ; IMP : imipenem ; CZ : céfazoline ; CXM : céfuroxime ; CRO : 
ceftriaxone ; FEP : céfépime ; NA : acide nalidixique ; CI : ciprofloxacine ; NOR : norfloxacine ; E : 
érythromycine ; CLR : clarithromycine 
Vert  : profil de sensibilité (en référence aux normes CLSI) 
 
 
 
Les mêmes temps d’exposition, ainsi que les mêmes concentrations croissantes de 
ceftriaxone, à savoir 7 µg/l, 14 µg/l, 21 µg/l, 210 µg/l, 2100 µg/l, 21’000 µg/l, 40’000 µg/l et 
64’000 µg/l, ont été utilisés pour les essais effectués sur la souche d’origine clinique. 
 
Par mesure spectrophotométrique, la capacité de croissance de la souche clinique exposée 
a été comparée à celle de la souche environnementale (graphique 33).  
 
 
 
Graphique 33 : Croissance de la souche environnementale et clinique d’Acinetobacter en 
fonction des concentrations de ceftriaxone (CRO) (mesure par 
spectrophotomètre). 
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Les mesures de l’absorption montrent que la souche clinique d’Acinetobacter, comme la 
souche environnementale, réduit sa croissance à mesure que la concentration de ceftriaxone 
augmente dans le milieu de culture.  
En dépit de cette même tendance générale, deux différences majeures peuvent, cependant, 
être relevées dans le comportement des Acinetobacter des diverses origines.  
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La première différence est mise en évidence par la courbe de l’absorption des deux souches 
entre 7 µg/l et 210 µg/l. En effet, alors que la croissance de la souche environnementale ne 
semble pas perturbée par la présence de 7 µg/l de l’inducteur, la souche clinique diminue sa 
croissance de façon nette, constante et progressive dès exposition aux concentrations de 
ceftriaxone les plus basses détectables dans les eaux usées hospitalières.  
Enfin, l’absorption atteint une valeur égale à 0 à une concentration de ceftriaxone de 21’000 
µg/l pour la souche environnementale et de 2100 µg/l pour la souche clinique, soit une 
concentration 10 fois inférieure. 
 
L’étude de la densité des deux populations bactériennes par turbidimétrie semble montrer 
une sensibilité majeure de la souche clinique en comparaison à son équivalente 
environnementale. Le dénombrement des unités formant des colonies, la détermination des 
CMI pour la ceftriaxone, ainsi que les résultats des antibiogrammes effectués après 
exposition montrent, en revanche, une réalité différente (tableau 41).  
 
 
 
Tableau 41 : UFC/ml et CMI de la souche clinique d’Acinetobacter après exposition aux 
diverses concentrations de ceftriaxone. 
 
 
Exposition à la CRO µg/l E-Test : CMI (µg/ml) 
Acinetobacter 
lwoffii 
Souche clinique 1ère Exposition (24h.) 2ème Exposition (24h.) 
UFC/ml 
CRO 
Témoin négatif 0 0 5.4x108 1 
1ère    Expérience 7  - 4.3x108 1 
2ème   Expérience 14  - 3.6x107 1 
3ème   Expérience 21  - 4.6x107 1 
4ème   Expérience 210  - 5.5x107 1 
5ème   Expérience 2100  - 3x103 4 
6ème   Expérience 21 000  - 1.1x103 2 
7ème   Expérience 40 000  - 5.2x102 2 
8ème   Expérience 7  40 000  80 256 
9ème   Expérience 21  64 000  8 256 
10ème Expérience  2100  1 mg/ml  1 256 
 
CRO   : ceftriaxone 
UFC    : unité formant des colonies 
Bleu    : concentrations de ceftriaxone détectées dans les eaux usées des hôpitaux 
Vert     : profil de sensibilité  (en référence aux normes CLSI) 
Rouge : profil de résistance (en référence aux normes CLSI) 
 
 
 
 
Le nombre d’UFC/ml de la souche clinique dénombré après 24 heures de croissance en 
présence des diverses concentrations de ceftriaxone montre, effectivement, une diminution 
du nombre de colonies à mesure que la concentration de l’inducteur augmente.  
Entre 0 et 210 µg/l de ceftriaxone, cette diminution est légère, puisque le nombre d’UFC/ml 
diminue respectivement de 5.4x108 à 4.6x107 UFC/ml (tableau 41, expériences 1, 2, 3 et 4). 
Les diamètres des zones d’inhibition de croissance des 12 antibiotiques testés, ainsi que la 
valeur de la CMI pour la ceftriaxone des colonies récupérées suite à ces différentes 
expositions sont identiques à ceux de la souche clinique témoin. Les concentrations 
hydriques de ceftriaxone, ainsi que des concentrations 10 fois supérieures ne modifient, ni 
n’induisent une résistance phénotypique de la souche clinique exposée (tableaux 41 et 42). 
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Tableau 42 :  Profil phénotypique de résistance de la souche clinique après exposition aux 
diverses concentrations de ceftriaxone. 
 
 
Antibiogramme : Diamètres ZI (mm) Acinetobacter lwoffii 
Souche clinique AM P IMP CZ CXM CRO FEP NA CIP NOR E CLR 
Témoin négatif 23 17 36 10 25 23 28 27 31 26 18 19 
1ère    Expérience 23 17 36 10 25 23 29 28 32 26 19 20 
2ème   Expérience 22 17 35 9 25 23 28 29 32 27 20 20 
3ème   Expérience 23 18 34 11 26 23 30 27 31 28 20 20 
4ème   Expérience 23 18 35 10 25 23 29 27 31 27 19 19 
5ème   Expérience 18 12 34 6 20 20 28 26 31 26 20 20 
6ème   Expérience 21 17 31 9 24 23 28 27 30 26 19 20 
7ème   Expérience 21 17 33 11 25 22 28 27 30 27 19 19 
8ème   Expérience 6 6 32 6 6 6 12 31 32 28 21 20 
9ème   Expérience 10 6 37 6 6 6 17 26 36 29 18 17 
10ème Expérience 6 6 37 6 6 6 6 31 32 26 22 22 
 
ZI          : zones d’inhibition de croissance 
AM    : ampicilline ; P : pénicilline ; IMP : imipenem ; CZ : céfazoline ; CXM : céfuroxime ; CRO : 
ceftriaxone ; FEP : céfépime ; NA : acide nalidixique ; CIP : ciprofloxacine ; NOR : norfloxacine ; 
E : érythromycine ; CLR : clarithromycine 
Vert      : profil de sensibilité (en référence aux normes CLSI) 
Jaune   : profil intermédiaire de résistance (en référence aux normes CLSI) 
 Rouge : profil de résistance (en référence aux normes CLSI) 
 
 
 
 
De 210 à 2100 µg/l, le nombre d’UFC/ml chute de 5.5x107 à 3x103, démontrant une forte 
réduction de la capacité de croissance de la souche exposée (tableau 41, expériences 4 et 
5).  
Les colonies capables de survivre à 24 heures d’exposition à 2100 µg/l de ceftriaxone 
présentent un profil phénotypique plus résistant par rapport à la souche clinique témoin. En 
effet, la valeur de la CMI pour l’antibiotique inducteur passe de 1 µg/ml pour la souche 
parentale à 4 µg/ml pour les colonies exposées (tableau 41, expérience 5). Cette exposition 
engendre également une diminution des diamètres des zones d’inhibition de croissance de 
la céfazoline et la céfuroxime, soit les céphalosporines des 1ère et 2ème générations et de 
l’ampicilline et la pénicilline. La sensibilité à l’imipenem, aux trois quinolones / 
fluoroquinolones et aux deux macrolides testés n’est pas modifiée après ces expositions 
(tableau 42, expérience 5). 
 
Bien que l’absorption atteigne la valeur 0 à une concentration de ceftriaxone égale à 2100 
µg/l, la souche clinique conserve sa capacité de former des colonies viables encore à des 
concentrations de ceftriaxone s’élevant à 21'000 et 40'000 µg/l. En effet, à ces deux 
concentrations de l’inducteur, 1.1x103 et 5.2x102 UFC/ml ont respectivement pu être 
dénombrés (tableau 41, expériences 6 et 7).  
Cette différence entre mesure de l’absorption et dénombrement des colonies montre que la 
méthode d’estimation de la croissance par mesure spectrophotométrique possède des 
limites de détection se situant aux alentours de 103 UFC/ml.  
 
A ces concentrations élevées de ceftriaxone, soit 21'000 et 40'000 µg/l, aucune colonie de la 
souche environnementale d’Acinetobacter n’a pu être dénombrée (tableau 39, expériences 
11 et 12). La souche clinique d’Acinetobacter semblerait, ainsi, bénéficier d’un plus grand 
pouvoir d’adaptation aux conditions externes défavorables.  
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Cette hypothèse semble encore être renforcée par les résultats obtenus lors des 
expériences 8, 9 et 10, faisant intervenir deux expositions successives de 24 heures (tableau 
41).  
Au cours de l’expérience 8, par exemple, 100 µl de suspension bactérienne cultivée 24 
heures en milieu TSB contenant 7 µg/l de ceftriaxone ont été ensemencés sur milieu MH 
agar contenant 40'000 µg/l de l’inducteur. Après cette seconde incubation de 24 heures, 80 
colonies ont pu être dénombrées.  
Lors des expériences 9 et 10, 100 µl de suspension bactérienne ayant été initialement 
exposée 24 heures en milieu TSB contenant respectivement 21 et 2100 µg/l de ceftriaxone 
ont été, subséquemment, ensemencés sur milieu MH agar additionné de 64'000 µg/l et 1 
mg/ml de la céphalosporine de 3ème génération. Cette dernière concentration correspond à la 
valeur la plus haute à laquelle la souche clinique et environnementale d’Acinetobacter ont 
été exposées. Malgré la forte quantité d’antibiotique présent lors de ces essais, quelques 
colonies, à savoir 8 pour l’expérience 9 et 1 seule pour l’expérience 10, ont toutefois pu être 
isolées.  
 
Ces colonies s’avèrent avoir acquis une résistance à la céfazoline, à la céfuroxime, à la 
ceftriaxone et à le céfépime, soit aux antibiotiques des 4 générations de céphalosporines 
testées. Une résistance à l’ampicilline, ainsi qu’à la pénicilline est également acquise. Parmi 
les 7 antibiotiques de la famille des bêta-lactames, seul l’imipenem maintient sont pouvoir 
antimicrobien contre les colonies induites.  
Ces dernières conservent, au même titre que la souche clinique témoin, la même sensibilité 
à l’acide nalidixique (quinolone), à la ciprofloxacine, à la norfloxacine (fluoroquinolones), 
ainsi qu’à l’érythromycine et à la clarithromycine (macrolides). 
Le mécanisme phénotypique de résistance développé ou sélectionné par la forte quantité de 
ceftriaxone ne semble ainsi toucher que les antibiotiques appartenant à la même famille 
chimique que l’inducteur. 
 
La souche clinique d’Acinetobacter s’avère s’adapter plus efficacement à la présence de 
ceftriaxone que sa correspondante environnementale. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
123
3.5.1.5 Legionella, souche environnementale exposée à l’Erythromycine 
 
 
Les différents essais d’induction de résistances in vitro par exposition à l’érythromycine ont 
été effectués sur une Legionella pneumophila serogroupe 1 isolée du réseau de l’eau 
potable et appartenant à la collection du Centre Nationale Suisse de Référence pour les 
Légionelles (ICM-CNRL Bellinzona, Tessin). La concentration minimale inhibitrice (CMI) pour 
l’érythromycine de cette souche parentale est de 0.094 µg/ml.  
 
Les concentrations croissantes d’érythromycine, ajoutées au milieu de culture BCYE et 
choisies pour les expériences d’induction de résistances in vitro, sont 0.3 µg/l, 1 µg/l, 3 µg/l, 
5 µg/l, 10 µg/l, 30 µg/l, 60 µg/l, 90 µg/l, 100 µg/l, 300 µg/l, 600 µg/l 1000 µg/l.  
Les concentrations hydriques d’érythromycine détectées, au cours de cette étude, dans les 
eaux usées hospitalières sont celles comprises entre 0.3 et 5 µg/l. 
 
 
 
Tableau 43 : UFC/ml et CMI de la souche environnementale de Legionella pneumophila 
serogroupe 1 exposée aux diverses concentrations d’érythromycine. 
 
 
E-Test : CMI 
(µg/ml) 
E-Test : CMI 
(µg/ml) [E] µg/l 
Legionella pneumophila 
serogroupe 1 (L444) 
UFC/ml E CLR 
0 1.3x103 0.094 0.125 
0.3 1.2x103 0.094 0.125 
1 1.2x103 0.094 0.125 
5 1.02x103 0.094 0.125 
30 1.5x103 0.094 0.125 
90 1.02x103 0.094 0.125 
100 1.4x103 0.094 0.125 
300 9x102 0.094 0.125 
1000 1 2 0.75 
 
E         : érythromycine ; CLR : clarithromycine 
UFC    : unité formant des colonies 
Bleu    : concentrations d’érythromycine pouvant être détectées dans les eaux  
usées des hôpitaux 
Jaune : CMI pour l’érythromycine de la souche environnementale de Legionella 
pneumophila serogroupe 1 
 
 
 
Aucune modification de la sensibilité de la souche environnementale à l’érythromycine, n’a 
pu être induite suite à l’exposition aux concentrations de ce macrolide détectables dans les 
eaux usées des hôpitaux. 
De plus, les concentrations d’érythromycine comprises entre 0.3 et 100 µg/l n’affectent pas la 
croissance de la souche clinique exposée. A ces concentrations, le nombre de colonies 
dénombrables in vitro oscille entre 1.02x103 et 1.5x103 UFC/ml, soit des valeurs presque 
identiques à celles obtenues pour la souche parentale non exposée (1.3x103 UFC/ml) 
(tableau 43).  
A une concentration d’érythromycine égale à 300 µg/l, le nombre d’UFC/ml diminue à 9x102. 
Cette légère diminution de la croissance n’est cependant pas associée à une modification de 
la sensibilité à l’érythromycine. 
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Toutefois, des colonies résistantes ont pu être obtenues en laboratoire, soit à la suite d’un 
passage unique sur milieu BCYE contenant 1000 µg/l d’érythromycine, soit suite à deux 
passages successifs sur milieux BCYE, le premier contenant 300 µg/l d’érythromycine, le 
second contenant 1000 µg/l d’érythromycine.  
Ces colonies résistantes ont été obtenues après 5 jours d’incubation sur milieux d’induction 
BCYE contenant les concentrations d’érythromycine susmentionnées et ensemencés avec 
100 µl d’une suspension McFarland 0.5 de la souche environnementale parentale (tableau 
43). 
 
 
Tableau 44 :  E-Tests et antibiogramme de la souche environnementale de Legionella 
pneumophila serogroupe 1 après exposition aux diverses concentrations 
d’érythromycine. 
 
 
1ère 
Exposition 
(5 jours) 
2ère 
Exposition 
(5 jours) 
E-Tests : CMI 
(µg/ml) 
Antibiogramme : Diamètres ZI 
(mm) 
L. pneumophila 
serogroupe 1, 
souche 
environnementale E (µg/l) E (µg/l) E CLR E CLR AZM CC 
Témoin négatif - - 0.094 0.125 44 44 48 6 
1ère   Expérience  300 1000 2 0.75 24 38 39 6 
2ème  Expérience 1000 - 2 0.75 25 38 40 6 
 
E      : érythromycine ; CLR : clarithromycine ; AZM : azithromycine ; CC : clindamycine  
ZI     : zone d’inhibition de croissance 
 
 
 
Les colonies mutantes obtenues se caractérisent par une diminution phénotypique de la 
sensibilité à l’érythromycine, ainsi qu’à d’autres macrolides comprenant la clarithromycine et 
l’azithromycine. Cette diminution de la sensibilité est mise en évidence par la diminution des 
diamètres des zones d’inhibition de croissance de l’antibiogramme, ainsi que par 
l’augmentation de la CMI déterminée par E-Test (tableau 44, expériences 1 et 2 ; photo 10). 
 
 
 
Photo 10 : Antibiogramme de la souche environnementale de Legionella pneumophila 
serogroupe 1, avant et après exposition in vitro à 1000 µg/l d’érythromycine. 
 
 
 
 
 
E : érythromycine, CLR : clarithromycine ; 
AZM : azithromycine ; CC : clindamycine 
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Les diamètres des zones d’inhibition de croissance pour l’érythromycine, la clarithromycine 
et l’azythromycine sont respectivement, pour la souche parentale témoin, de 44, 44 et 48 
mm. Ces diamètres se réduisent chez les colonies mutantes à 24-25 mm pour 
l’érythromycine, à 38 mm pour la clarithromycine et à 39 mm pour l’azythromycine.  
La CMI obtenue pour l’érythromycine augmente de 0.094 µg/ml pour la souche parentale à 2 
µg/ml pour la souche induite, soit une augmentation de la résistance pour cet antibiotique 
d’un facteur de 21 fois. L’augmentation de la résistance à la clarithromycine se caractérise, 
enfin, par une augmentation de la CMI de 0.125 µg/ml pour la souche parentale à 0.75 µg/ml 
pour les colonies induites, soit une augmentation de la résistance d’un facteur 6 (tableau 44 ; 
photo 11). 
 
 
 
Photo 11 : E-Tests de la souche environnementale de Legionella pneumophila serogroupe 
1, avant et après exposition in vitro à 1000 µg/l d’érythromycine. 
 
 
 
 
 
E: érythromycine; CLR: clarithromycine 
 
 
 
 
 
3.5.1.6 Legionella, souche clinique exposée à l’Erythromycine 
 
 
La souche clinique de Legionella choisie pour effectuer les expériences d’induction de 
résistances in vitro a été isolée à partir d’un prélèvement respiratoire provenant d’un patient 
atteint de la maladie du Légionnaire (Légionellose).  
Comme pour la souche environnementale, la souche clinique est une Legionella 
pneumophila serogroupe 1 appartenant à la collection du Centre Nationale Suisse de 
Référence pour les Légionelles (ICM-CNRL Bellinzona, Tessin). 
La concentration minimale inhibitrice pour l’érythromycine de cette souche parentale est 
également de 0.094 µg/ml. 
 
E 
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exposition 
Souche parentale Souche induite 
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Les différentes expériences d’induction de résistances in vitro, mises en place pour la 
souche clinique font intervenir les mêmes conditions de culture, ainsi que les mêmes 
concentrations croissantes d’érythromycine utilisées lors de l’exposition de la souche 
environnementale.  
Ainsi, les concentrations croissantes d’érythromycine ajoutées au milieu BCYE sont 0.3 µg/l, 
1 µg/l, 3 µg/l, 5 µg/l, 10 µg/l, 30 µg/l, 60 µg/l, 90 µg/l, 100 µg/l, 300 µg/l, 600 µg/l 1000 µg/l. 
 
 
 
Tableau 45 :  Souche clinique de Legionella pneumophila serogroupe 1 exposée aux 
diverses concentrations d’érythromycine. 
 
 
E-Tests : CMI 
(µg/ml) Antibiogramme : Diamètres ZI (mm) Exposition 5 jours [E] 
µg/l 
Legionella 
pneumophila 
serogroupe 1 (L523) 
UFC/ml E CLR E CLR AZM CC 
0 1.6x103 0.094 0.064 45 46 49 6 
0.3 1.7x103 0.094 0.064 45 46 48 6 
1 1.4x103 0.094 0.064 44 45 48 6 
5 1.6x103 0.094 0.064 45 46 49 6 
30 1.3x103 0.094 0.064 45 45 48 6 
90 1.2x103 0.094 0.064 44 46 48 6 
100 8.9x102 0.094 0.064 43 43 45 6 
300 0 - - - - - - 
1000 0 - - - - - - 
 
E         : érythromycine ; CLR clarithromycine ; AZM : azythromycine ; CC : clindamycine 
UFC    : unité formant des colonies 
Bleu    : concentrations d’érythromycine pouvant être détectées dans les eaux usées des hôpitaux 
Jaune : CMI pour l’érythromycine de la souche clinique de Legionella pneumophila serogroupe 1 
 
 
 
Les concentrations d’érythromycine pouvant être mesurées dans les eaux usées des 
hôpitaux, de même que les concentrations supérieures comprises entre 30 et 90 µg/l, n’ont 
ni induit de modifications du profil de résistance aux divers macrolides testés, ni affecté la 
croissance de la souche clinique. En effet, face à ces diverses conditions de culture, le 
nombre d’UFC/ml de la souche exposée, dénombrable après 5 jours d’incubation, varie entre 
1.2x103 et 1.7x103, soit des valeurs proches de celles obtenues pour la souche parentale 
témoin (1.6x103 UFC/ml) cultivée en absence de l’inducteur. De même, les CMI pour 
l’érythromycine et la clarithromycine, ainsi que les diamètres des zones d’inhibition de 
croissance obtenus pour les 3 macrolides testés et la clindamycine sont identiques à ceux de 
la souche parentale non exposée (tableau 45). 
Une légère diminution de la croissance (8.9x102 UFC/ml) a pu être observée lorsque la 
souche est confrontée à 100 µg/l d’érythromycine. A ces concentrations une légère 
diminution du diamètre des zones d’inhibition de croissance a été observée pour 
l’érythromycine, la clarithromycine et l’azythromycine. Les CMI pour ces colonies restent 
cependant identiques à celles de la souche parentale (tableau 45).  
A partir d’une concentration de 300 µg/l d’érythromycine, la croissance in vitro de la souche 
est totalement inhibée (tableau 45). 
 
Aucune colonie de la souche clinique de Legionella pneumophila, serogroupe 1, montrant un 
profil de résistance significativement différent de celui de la souche parentale n’a pu être 
obtenue suite aux divers essais d’induction de résistances in vitro, par expositions simples 
ou successives.  
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3.5.2 Exposition à un mélange de Ceftriaxone, de Ciprofloxacine et 
d’Erythromycine 
 
Les environnements hydriques comme les eaux usées des hôpitaux, les eaux souillées à 
l’entrée des stations d’épuration ou encore les boues activées de la phase biologique des 
stations d’épuration peuvent contenir un ensemble de substances chimiques toxiques 
(résidus d’antibiotiques, résidus d’autres substances pharmaceutiques, métaux lourds, huiles 
usagées, etc…). Même si de façon diluée, une partie de ces substances peuvent atteindre, 
par le bais des stations d’épuration, les rivières, les fleuves et les lacs. 
 
Durant leur cycle de vie, les populations bactériennes d’origine hydrique sont, ainsi, 
confrontées simultanément à un ensemble de conditions chimiques et physiques hostiles. La 
pression de sélection pouvant, ainsi, s’exercer sur ces dernières peut favoriser le 
développement et l’émergence de populations bactériennes plus résistantes. 
L’effet éventuel, non pas d’un unique, mais d’un mélange de trois antibiotiques sur la 
sélection de bactéries résistantes a, de ce fait, également été étudié in vitro. 
 
Les différents essais d’induction de résistances in vitro par exposition à un mélange de 
ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine ont été effectués sur les mêmes souches 
d’Aeromonas et d’Acinetobacter d’origines clinique et environnementale précédemment 
utilisées (cf. ch. 3.5.1). 
Ces différentes souches ont été exposées consécutivement aux mêmes concentrations 
croissantes des trois inducteurs et selon des conditions de culture identiques. Le profil de 
résistance des différentes souches, après les essais d’induction, a été déterminé par 
antibiogramme et par E-Test et comparé à celui de la souche parentale témoin. 
Les concentrations des trois antibiotiques utilisés pour les différents essais d’induction de 
résistances in vitro sont exposées dans le tableau ci-dessous (tableau 46). 
 
 
 
Tableau 46 : Concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine utilisées 
pour les différents essais d’induction de résistances in vitro. 
 
 
 [CRO] µg/l [CIP] µg/l [E] µg/l 
Mélange 1 0 0 0 
Mélange 2 7 7 0.4 
Mélange 3 14 20 1 
Mélange 4 21 45 4 
Mélange 5 100 100 10 
Mélange 6 500 200 30 
Mélange 7 1000 500 60 
Mélange 8 2000 1000 100 
 
CRO : ceftriaxone ; CIP : ciprofloxacine ; E : érythromycine 
Bleu  : concentrations d’antibiotiques pouvant être détectées  
dans les eaux usées des hôpitaux 
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3.5.2.1 Aeromonas, souche environnementale exposée à la Ceftriaxone, à 
la Ciprofloxacine et à l’Erythromycine 
 
 
L’estimation de la capacité de croissance de la souche environnementale d’Aeromonas 
exposée 24 heures aux diverses concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et 
d’érythromycine a été effectuée par la mesure spectrophotométrique du trouble de la 
suspension bactérienne, ainsi que par le dénombrement du nombre d’UFC/ml (graphique 
34 ; tableau 47). 
 
 
 
Graphique 34 :  Croissance de la souche environnementale d’Aeromonas en fonction des 
concentrations de ceftriaxone (CRO), de ciprofloxacine (CIP) et 
d’érythromycine (E) (mesure par spectrophotomètre). 
 
 
 
 
Tableau 47 :  UFC/ml et E-Tests de la souche environnementale d’Aeromonas après 
exposition aux diverses concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et 
d’érythromycine. 
 
 
Exposition (24h.) E-Tests : CMI (µg/ml) Aeromonas, 
souche 
environnementale  
CRO 
(µg/l) 
CIP 
(µg/l) 
E 
(µg/l) 
UFC/ml CRO CIP E 
Témoin négatif 0 0 0 1.4x108 0.094 0.064 6 
1ère  Expérience 7 7 0.4 2.1x107 0.094 0.064 6 
2ème Expérience 14 20 1 5.4x105 0.094 0.064 6 
3ème Expérience 21 45 4 1.7x106 0.125 0.38 6 
4ème Expérience 100 100 10 0 - - - 
 
CRO : ceftriaxone ; CIP : ciprofloxacine ; E : érythromycine 
UFC :  unité formant des colonies 
Bleu : concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine détectables dans les eaux 
usées des hôpitaux 
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Ces deux méthodes de dénombrement révèlent une réduction de la croissance dès 
exposition de la souche aux plus faibles concentrations de ceftriaxone (7 µg/l), de 
ciprofloxacine (7 µg/l) et d’érythromycine (0.4 µg/l) détectables dans les eaux usées des 
hôpitaux. A ces concentrations d’antibiotiques, le nombre de colonies dénombrables passe, 
en effet, de 1.4x108 pour la souche témoin non exposée à 2.1x107 pour la souche exposée 
(tableau 47). 
Le nombre de colonies dénombrables après exposition aux concentrations hydriques 
supérieures, comprenant 14 µg/l de ceftriaxone, 20 µg/l de ciprofloxacine et 1 µg/l 
d’érythromycine, est de 5.4x105 (tableau 47).  
 
L’exposition in vitro aux concentrations hydriques hospitalières des trois antibiotiques bien 
qu’induisant une réduction de la croissance de la souche environnementale d’Aeromonas, 
n’affecte, cependant, pas son profil de résistance. En effet, les CMI pour la ceftriaxone, la 
ciprofloxacine et l’érythromycine, ainsi que les diamètres des zones d’inhibition de 
croissance obtenus pour les 12 antibiotiques testés restent inchangés entre la souche 
parentale témoin et les colonies exposées (tableaux 47 et 48).  
 
 
 
Tableau 48 : Profil phénotypique de résistance de la souche environnementale d’Aeromonas 
après exposition aux diverses concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine 
et d’érythromycine. 
 
 
Antibiogramme : Diamètres ZI (mm) Aeromonas, 
souche 
environnementale AM P IMP CZ CXM CRO FEP NA CIP NOR E CLR 
Témoin négatif 6 6 36 23 34 38 39 6 32 31 19 16 
1ère  Expérience 6 6 35 23 33 36 39 6 31 31 17 14 
2ème Expérience 6 6 35 23 33 36 39 6 31 30 17 16 
3ème Expérience 6 6 30 6 31 34 36 6 25 23 17 14 
 
ZI          :  zones d’inhibition de croissance  
AM    : ampicilline ; P : pénicilline ; IMP : imipenem ; CZ : céfazoline ; CXM : céfuroxime ; CRO : 
ceftriaxone ; FEP : céfépime ; NA : acide nalidixique ; CIP : ciprofloxacine ; NOR : norfloxacine ; 
E : érythromycine ; CLR : clarithromycine 
Vert      : profil de sensibilité  (en référence aux normes CLSI) 
Rouge  : profil de résistance (en référence aux normes CLSI) 
 
 
 
 
Une modification du profil de résistance de la souche a été obtenue après 24 heures 
d’exposition à 21 µg/l de ceftriaxone, 45 µg/l de ciprofloxacine et 4 µg/l d’érythromycine 
(tableaux 47 et 48, expérience 3). A ces concentrations, les colonies isolées présentent une 
résistance à la céfazoline, ainsi qu’une diminution de la sensibilité à l’imipenem, à la 
ceftriaxone, à la norfloxacine et à la ciprofloxacine. La CMI et l’antibiogramme pour les deux 
macrolides testés restent identiques à ceux de la souche parentale témoin. 
 
Enfin, une inhibition totale de la croissance de la souche, mise en évidence à la fois par une 
valeur de l’absorption égale à 0 et par une absence de colonies isolables, se vérifie à partir 
de la présence dans le milieu de culture d’un mélange de 100 µg/l de ceftriaxone, 100 µg/l de 
ciprofloxacine et 10 µg/l d’érythromycine (graphique 34 ; tableau 47, expérience 4).  
 
 
 
 
130
3.5.2.2 Aeromonas, souche clinique exposée à la Ceftriaxone, à la 
Ciprofloxacine et à l’Erythromycine 
 
 
En comparaison à la souche environnementale, la croissance de la souche clinique 
d’Aeromonas est fortement affectée dès la présence dans le milieu de culture des plus 
faibles concentrations hydriques des trois antibiotiques. Cette importante réduction de la 
croissance est mise en évidence par la mesure spectrophotométrique de la densité de la 
population bactérienne et par le dénombrement de colonies après exposition (graphique 35 ; 
tableau 49). 
 
 
 
Graphique 35 :   Croissance de la souche environnementale et clinique d’Aeromonas en 
fonction des concentrations de ceftriaxone (CRO), de ciprofloxacine (CIP) 
et d’érythromycine (E) (mesure par spectrophotomètre). 
 
 
 
 
 
 
 
Une absorption égale à 0 apparaît, en effet, dès 24 heures de croissance dans le milieu de 
culture contenant 7 µg/l de ceftriaxone, 7 µg/l de ciprofloxacine et 0.4 µg/l d’érythromycine 
(graphique 35). A ces mêmes concentrations d’antibiotiques les colonies dénombrables 
chutent de 5.7x108 pour la souche témoin, cultivée en absence d’antibiotiques, à 4.2x102 
pour la souche exposée aux trois inducteurs antimicrobiens. Une inhibition totale de la 
croissance se produit à une exposition de 14 µg/l de ceftriaxone, 20 µg/l de ciprofloxacine et 
1 µg/l d’érythromycine, soit les concentrations les plus élevées détectables dans les eaux 
usées des hôpitaux (tableau 49). Ces résultats, en comparaison à ceux obtenus pour la 
souche environnementale d’Aeromonas, témoignent d’une sensibilité majeure de la souche 
clinique. 
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Tableau 49  : UFC/ml et E-Tests de la souche clinique d’Aeromonas après exposition aux 
diverses concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine. 
 
 
Exposition (48h.) E-Tests : CMI (µg/ml) Aeromonas, 
souche clinique CRO CIP E UFC/ml CRO CIP E 
Témoin négatif 0 0 0 5.7x108 0.064 0.003 4-6 
1ère  Expérience 7 7 0.4 4.2x102 0.125 0.016 4-6 
2ème Expérience 7 7 0.4 4.2x102 0.75 0.016 4-6 
3ème Expérience 7 7 0.4 4.2x102 0.50 0.016 4-6 
4ème Expérience 14 20 1 0 - - - 
 
CRO  : ceftriaxone ; CIP : ciprofloxacine ; E : érythromycine 
UFC  : unité formant des colonies 
Bleu : concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine détectables dans les eaux 
usées des hôpitaux 
 
 
 
L’inhibition de croissance engendrée par la présence des trois inducteurs est associée à une 
modification du profil phénotypique de résistance des colonies exposées, visible par les CMI 
(ceftriaxone et ciprofloxacine), ainsi que par les diamètres des zones d‘inhibition de 
croissance mesurés à l’antibiogramme. Ainsi, la présence des plus faibles concentrations 
hydriques des trois antibiotiques suffit à sélectionner ou à induire une sous population plus 
résistante.  
Deux profils phénotypiques de résistances induits, illustrés par les expériences 1, 2 et 3 
(tableaux 49 et 50) caractérisent les colonies de la population exposée : 
 
Les colonies isolées lors de l’expérience 1 se distinguent par une diminution de la sensibilité 
à la céfuroxime, à la ceftriaxone et à la ciprofloxacine, ainsi que par une résistance à la 
céfazoline. La diminution de la sensibilité à la céfuroxime, ainsi que la résistance à la 
céfazoline sont mises en évidence par la diminution des diamètres des zones d’inhibition de 
croissance pour ces antibiotiques (tableau 50). L’antibiogramme, de même que les CMI 
obtenues pour la ceftriaxone et la ciprofloxacine démontrent une diminution de la sensibilité 
des colonies face à ces deux inducteurs utilisés (tableaux 49 et 50). 
 
Les colonies isolées suite aux expériences 2 et 3 se caractérisent par un deuxième profil 
phénotypique de résistance. Ici, la souche exposée montre avoir développé une résistance à 
la céfazoline (1ère génération de céphalosporine), ainsi qu’une diminution de la sensibilité aux 
antibiotiques testés des 2ème, 3ème, et 4ème générations de céphalosporines. Une diminution 
de la sensibilité aux deux fluoroquinolones testés, à savoir à la ciprofloxacine et à la 
norfloxacine, ainsi qu’une résistance à l’imipenem s’ajoutent à ce nouveau profil de 
résistance acquis. Là aussi, les valeurs des CMI pour la ceftriaxone et la ciprofloxacine, ainsi 
que les résultats des antibiogrammes attestent cette induction (tableaux 49 et 50). 
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Tableau 50 : Profil phénotypique de résistance de la souche clinique d’Aeromonas après 
exposition aux diverses concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et 
d’érythromycine. 
 
 
Antibiogramme : Diamètres ZI (mm) Aeromonas, 
souche 
clinique AM P IMP CZ CXM CRO FEP NA CIP NOR E CLR 
Témoin négatif 6 6 22 19 32 34 34 32 36 35 16 15 
1ère  Expérience 6 6 23 14 29 32 36 31 34 33 17 17 
2ème Expérience 6 6 12 6 23 28 31 31 34 31 16 16 
3ème Expérience 6 6 12 6 24 29 32 31 34 32 18 17 
 
ZI          : zones d’inhibition de croissance 
AM    : ampicilline ; P : pénicilline ; IMP : imipenem ; CZ : céfazoline ; CXM : céfuroxime ; CRO : 
ceftriaxone ; FEP : céfépime ; NA : acide nalidixique ; CIP : ciprofloxacine ; NOR : norfloxacine ; 
E : érythromycine ; CLR : clarithromycine 
Vert      : profil de sensibilité (en référence aux normes CLSI) 
Rouge : profil de résistance (en référence aux normes CLSI) 
 
 
 
 
Les antibiotiques de la sous-famille des carbapénèmes possèdent un large spectre d’action 
antibactérien, ainsi qu’une bonne stabilité face à la plupart des β-lactamases d’importance 
clinique. Cette importante activité antimicrobienne associée à une efficacité clinique et à une 
bonne tolérance font des carbapénèmes des antibiotiques valables pour le traitement 
d’infections sévères (Bonfiglio et al., 2002). La résistance à l’imipenem, induite chez la 
souche clinique, par simple exposition aux concentrations hydriques de ceftriaxone, de 
ciprofloxacine, et d’érythromycine, représente un problème potentiel pour la gestion 
thérapeutique de telles infections.  
Afin de mieux comprendre l’origine de cette résistance induite et d’évaluer si celle-ci pourrait 
être due à l’activation d’une β-lactamase, ou à un autre mécanisme, un nouvel 
antibiogramme, comprenant des antibiotiques à mode d’action antibactérienne variée, a été 
effectué sur deux colonies isolées respectivement au cours des expériences 2 et 3.  
 
Les nouveaux antibiotiques testés comprennent les bêta-lactames suivants : la céfalotine, la 
céfoxitine et la céftazidime, soit trois céphalosporines des 1ère, 2ème et 3ème générations, 
l’aztreoname, un monobatcam utilisé en clinique et résistant à l’hydrolyse par de 
nombreuses β-lactamases, l’imipenem et le meropenem, deux carbapénèmes. L’augmentin 
qui associe l’amoxicilline et l’acide clavulanique, un inhibiteur des β-lactamases, ainsi que la 
saxitoxine, une association de triméthoprime et de sulfamethoxazole bloquant deux niveaux 
successifs de la voie métabolique de l’acide folique ont également été testés. La polymyxine, 
un antibiotique bactéricide détruisant la membrane comme un détergent, ainsi que deux 
inhibiteurs de la synthèse protéique, à savoir la tétracycline et la gentamicine ont enfin été 
utilisés. 
 
Le profil phénotypique de résistance obtenus après ce nouvel antibiogramme a permis 
d’éclaircir le système de défense mis en œuvre par la population clinique d’Aeromonas 
induite in vitro (tableau 51). 
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Tableau 51 : Profil phénotypique de résistance à 11 nouveaux antibiotiques de la souche 
clinique parentale d’Aeromonas et de deux colonies induites (après exposition 
à 7 µg/l de ceftriaxone, 7 µg/l de ciprofloxacine et 0.4 µg/l d’érythromycine). 
 
 
Antibiogramme : Diamètres ZI (mm) 
Bêta-Lactames Non Bêta-Lactames 
Céphalosporines 
1ère 2ème 3ème 
Mono- 
bactam Carbapénèmes 
β-lactame 
+ 
inhibiteur 
β-
lactamase 
Inhibiteur 
acide 
folique 
Actif 
contre 
enve-
loppe 
 
Inhibiteur synthèse 
protéique 
A
er
om
on
as
 
cl
in
iq
ue
 
CF FOX CAZ ATM IMP MEM AMC SXT PB TE GM 
Témoin 28 30 31 32.5 22 25 14 29 14 29 20 
Col 1 15 23 25 32.5 12 15 11 28 15 25 17 
Col 2 14 23 25 32 12 15 10 28 15 26 17 
 
Col     :   colonie 
ZI        :  zones d’inhibition de croissance 
CF    :  céfalotine ; FOX : céfoxitin ; CAZ : ceftazidime ; ATM : aztreoname ; IMP : imipenem ; MEM : 
meropenem ; AMC : augmentin ; SXT : triméthoprime / sulfamethoxazole ; PB :polymyxine ; 
TE : tétracycline ; GM : gentamicine 
Vert     :  profil de sensibilité (en référence aux normes CLSI) 
Jaune :   profil intermédiaire de résistance (en référence aux normes CLSI) 
Rouge :  profil de résistance (en référence aux normes CLSI) 
 
 
 
 
 
 
 
En comparaison à la souche clinique parentale, la souche induite, représentée par les 
colonies 1 et 2, a diminué sa sensibilité à toutes les céphalosporines testées, devenue 
résistante à l’augmentin et à l’imipenem et intermédiaire au meropenem, soit les deux 
carbapénèmes testés. La souche reste cependant sensible aux antibiotiques n’appartenant 
pas à la famille des bêta-lactames (tableau 51).  
La diminution de la sensibilité à toutes les céphalosporines testées n’est, cependant, pas 
due à la production d’une β-lactamase à large spectre (ESBL), enzyme capable d’inactiver 
toutes les pénicillines et les céphalosporines. Deux constations permettent en effet de 
l’affirmer. Tout d’abord les colonies induites sont résistantes à l’augmentin, enfin les valeurs 
des CMI obtenues pour les associations céfotaxime / céfotaxime + acide clavulanique 
(CT/CTL), ceftazidime / ceftazidime + acide clavulanique (TZ/TZL) et céfépime / céfépime + 
acide clavulanique (PM/PML) (E-tests effectués en bactériologie médicale pour la 
détermination des bactéries productrices d’ESBL) sont inférieures à 8 et ceci aussi bien pour 
la souche témoin que pour les colonies induites testées (tableau 52). 
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Tableau 52 : CMI pour les associations CT/CTL, TZ/TZL et PM/PML. 
 
 
Souche témoin 
CT / CTL < 0.25 / < 0.016 ND ND 
TZ/TZL < 0.50 / 0.064 < 8 ESBL - 
PM/PML < 0.25 / 0.064 < 8 ESBL - 
 
 
Col 1 Col 2 
CT / CTL <0.25 / 0.064 < 8 ESBL - CT / CTL < 0.25 / 0.064 < 8 ESBL - 
TZ / TZL < 0.75 / 0.125 < 8 ESBL - TZ / TZL 0.50 / 0.094 < 8 ESBL - 
PM / PML < 0.25 / 0.094 < 8 ESBL -
 
PM / PML < 0.25 / 0.064 < 8 ESBL - 
 
CT / CTL  : céfotaxime / céfotaxime + acide clavulanique 
TZ / TZL   : ceftazidime / ceftazidime + acide clavulanique 
PM / PML : céfépime / céfépime + acide clavulanique 
ND            : non déterminé ; ESBL : Extended Spectrum Bêta-Lactamase ; ESBL - : ESBL négatif 
 
 
 
L’augmentation de la résistance à l’imipenem, ainsi que la résistance intermédiaire au 
meropenem a été évaluée également par E-Test.  
La CMI pour l’imipenem augmente de 0.25 µg/ml pour la souche parentale témoin à 6 µg/ml 
pour les colonies induites, soit une augmentation de la résistance de 24 fois. De même, la 
CMI pour le meropenem passe de 0.047 µg/ml à 2 µg/ml, soit une augmentation d’un facteur  
42 (tableau 53). 
 
 
 
Tableau 53 : CMI pour l’imipenem et le meropenem de colonies cliniques d’Aeromonas 
induites. 
 
 
CMI 
E-Tests (µg/ml)  
IMP MEM 
Témoin 0.25 0.047 
Col 1 6 2 
Col 2 6 2 
 
 
 
 
 
L’espèce Aeromonas veronii bv sobria, agent pathogène majeur de ce genre bactérien, est 
connu pour posséder, comme la plupart des espèces appartenant au genre Aeromonas, une 
metallo-β-lactamase chromosomique inductible capable d’hydrolyser les carbapénèmes 
(Stunt et al., 1998). Chez l’espèce Aeromonas hydrophila, cette enzyme est codée par le 
gène cphA. Cette metallo-β-lactamase appartient à la classe moléculaire B et est 
dépendante du zinc pour son expression. En absence de zinc, ces bactéries testées in vitro 
selon les tests standard d’antibiose, montrent un profil de sensibilité aux antibiotiques de la 
famille des carbapénèmes (Stunt et al., 1998). 
 
Le profil de résistance de la souche clinique parentale de l’espèce Aeromonas veronii bv 
sobria a été déterminé en absence de zinc et selon les normes standard CLSI. Il est alors 
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possible que la sensibilité de cette souche à l’imipenem et au meropenem soit en réalité due, 
non pas à une absence génétique du mécanisme de résistance, mais plutôt à l’absence de 
l’expression de la carbapénèmase. Les colonies devenues résistantes suite à l’exposition à 7 
µg/ml de ceftriaxone, 7 µg/ml de ciprofloxacine et 0.4 µg/ml d’érythromycine pourraient être 
des mutants de dérepression pour l’expression de la carbapénèmase. 
 
L’EDTA est un chélateur chimique connu pour inhiber l’activité des carbapénèmases. Celui-
ci est utilisé pour la détection de ces enzymes, au même titre que l’acide clavulanique est 
employé pour la détection des ESBL. 
Afin de tester la présence de la carbapénèmase, un antibiogramme contentant deux disques 
l’un imprégné d’imipenem et l’autre imprégné d’imipenem et d’une goutte de solution 
contenant 750 µg/25 µl d’EDTA a été effectué en parallèle sur la souche parentale et sur les 
colonies induites (photo 12).  
 
 
 
Photo 12 :   Antibiogramme de la souche parentale d’Aeromonas veronii bv sobria (Pétri 1) 
et des colonies induites (Pétri 2, 3, et 4).  
Disque de gauche : imipenem ; Disque de droite : imipenem + EDTA. 
 
 
 
 
 
 
Les résultats montrent que la souche clinique possède approximativement les mêmes 
diamètres de la zone d’inhibition à l’imipenem aussi bien en présence, qu’en absence 
d’EDTA (photo 12, Pétri 1). Ici, la souche n’exprimant pas la carbapénèmase n’est en rien 
affectée par la présence du chélateur chimique et reste sensible à l’imipenem. En revanche, 
en présence d’EDTA, les colonies induites, résistantes à l’impenem, redeviennent sensibles 
à cet antibiotique (photo 12, Pétri 2, 3 et 4).  
Certains travaux, effectué notamment chez l’espèce Aeromonas veronii bv sobria, ont 
montré qu’un unique point de mutation peut résulter en une dérepression de la 
carbapénèmase, ainsi qu’en la dérepression coordonnée des deux autres β-lactamases 
produites par cette espèce, à savoir une pénicillinase du groupe 2d (classification de Bush) 
et une céphalosporinase du groupe 1 (Walsh et al., 1995). La fréquence pour une telle 
mutation (10-7-10-8) est connue pour être plus élevée lorsque les essais d’induction sont 
effectués à 30°C (Walsh et al., 1997). 
Il est ainsi concevable qu’une surexpression de la carbapénèmase due à une unique 
mutation, par exemple dans un activateur transcriptionnel du gène, puisse être corrélée au 
phénotype de résistance obtenu pour cette souche. 
 
Il est inquiétant de penser qu’une exposition unique de 24 heures à des concentrations 
hydriques de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine puisse conduire in vitro à de 
telles diminutions de sensibilité pour un antibiotique si largement utilisé et si efficace à ce 
jour. Une telle mutation dans une infrastructure clinique pourrait engendrer d’importants et 
graves échecs thérapeutiques. 
1 
3 4
2
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3.5.2.3 Acinetobacter, souche environnementale exposée à la 
Ceftriaxone,à la Ciprofloxacine et à l’Erythromycine 
 
La souche environnementale d’Acinetobacter ne semble pas affectée par la présence in vitro 
des plus basses concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine 
détectables dans les eaux usées des hôpitaux. 
En effet, après 24 heures d’exposition à 7 µg/l de ceftriaxone, 7 µg/l de ciprofloxacine et 0.4 
µg/l d’érythromycine, le nombre de colonies dénombrables est de 5.2x107 UFC/ml, soit un 
chiffre comparable à celui obtenu pour la souche parentale témoin non exposée (5.5x107) 
(tableau 54, expérience 1). La mesure du trouble de la suspension bactérienne au 
spectrophotomètre soutient cette observation (graphique 36). 
 
 
 
Graphique 36 : Croissance de la souche environnementale d’Acinetobacter en fonction des 
concentrations de ceftriaxone (CRO), de ciprofloxacine (CIP) et 
d’érythromycine (E) (mesure par spectrophotomètre). 
 
 
 
 
 
 
Les concentrations hydriques plus élevées des trois inducteurs, à savoir 14 µg/l de 
ceftriaxone, 20 µg/l de ciprofloxacine et 1 µg/l d’érythromycine induisent une faible diminution 
de la croissance de la souche exposée. Cette réduction de la croissance est visible par la 
mesure spectrophotométrique du trouble de la suspension bactérienne, ainsi que par le 
dénombrement des colonies, ces dernières descendant à 8.6x106 UFC/ml, contre 5.5x107 
pour la souche témoin (graphique 36 ; tableau 54). 
 
Après 24 heures d’exposition à ces concentrations hydriques des trois inducteurs, les CMI 
pour la ceftriaxone, la ciprofloxacine et l’érythromycine, ainsi que les diamètres des zones 
d’inhibition de croissance mesurés pour l’ensemble des 12 antibiotiques testés sont 
identiques entre la souche témoin et la souche exposée (tableaux 54 et 55, expériences 1 et 
2). La faible réduction de croissance induite in vitro par cette exposition, n’est, ainsi, pas 
associée à une modification du profil de résistance de la souche. 
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L’exposition de 24 heures à des concentrations plus élevées des trois inducteurs affecte plus 
sévèrement la capacité de croissance de la souche. En effet, un mélange de 21 µg/l de 
ceftriaxone, de 45 µg/l de ciprofloxacine et de 4 µg/l d’érythromycine réduit le nombre 
d’UFC/ml à 2.6x104. A ces mêmes concentrations, l’absorption mesurée atteint la valeur 0, 
indiquant à nouveau une sensibilité moins grande de l’estimation de la croissance par la 
méthode spectrophotométrique. 
Une faible proportion de la population de l’ordre de 102 UFC/ml maintient sa capacité de 
croître jusqu’à des concentrations de 500 µg/l de ceftriaxone, 200 µg/l de ciprofloxacine et 30 
µg/l d’érythromycine (tableau 54). 
 
Enfin, une inhibition totale de la croissance apparaît après 24 heures d’exposition à des 
concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine respectivement de 1000 
µg/l, 500 µg/l et 60 µg/l (tableau 54). 
 
 
 
Tableau 54 :  UFC/ml et E-Tests de la souche environnementale d’Acinetobacter après 
exposition aux diverses concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et 
d’érythromycine. 
 
 
Exposition (24h.) E-Tests : CMI (µg/ml) Acinetobacter, 
souche 
environnementale 
CRO 
µg/l 
CIP  
µg/l 
E  
µg/l 
UFC/ml CRO CIP E 
Témoin négatif 0 0 0 5.5x107 2 0.064 2 
1ère  Expérience 7 7 0.4 5.2x107 2 0.064 2 
2ème Expérience 14 20 1 8.6x106 2 0.064 2 
3ème Expérience 21 45 4 2.6x104 1 0.032 2 
4ème Expérience 100 10 100 9.5x102 1-1.5 0.032 2 
5ème Expérience 500 200 30 4x102 1.5 0.047-0.064 2 
6ème Expérience 1000 500 60 0 - - - 
 
CRO : ceftriaxone ; CIP : ciprofloxacine ; E : érythromycine 
UFC : unité formant des colonies 
Bleu : concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine détectables dans les eaux 
usées des hôpitaux 
Vert : profil de sensibilité (en référence aux normes CLSI) 
 
 
 
 
La faible sous population sélectionnée lors des expériences 3, 4 et 5 par la présence des 
concentrations élevées des trois antibiotiques (tableau 54) semble, au contraire de ce qui 
pourrait être attendu, légèrement plus sensible que la souche parentale. En effet, en 
comparaison à cette dernière, les valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI) 
pour la ceftriaxone et la ciprofloxacine diminuent légèrement. De la même façon, les 
diamètres des zones d’inhibition de croissance pour l’ensemble des bêta-lactames et pour le 
quinolone et les deux fluoroquinolones testés par antibiogramme sont légèrement plus larges 
que ceux mesurés pour la souche parentale (tableau 55). Cette apparente augmentation de 
la sensibilité des colonies, après exposition, peut être expliqué par le fitness réduit de la 
population bactérienne exposée. En effet, la population survécue aux expositions à des 
concentrations élevées des trois inducteurs, présente in vitro des colonies plus fines, plus 
petites et non uniformes. Cette réduction du fitness affecte ainsi la croissance de la souche 
in vitro. Les zones d’inhibition se formant autours des disques et bandelettes imprégnés 
d’antibiotiques lors des tests d’antibiose sont irrégulières et non bien définies. La lecture des 
résultats est, de ce fait, rendue plus imprécise. 
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Tableau 55 : Profil phénotypique de résistance de la souche environnementale 
d’Acinetobacter après exposition aux diverses concentrations de 
ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine. 
 
 
Antibiogramme : Diamètres ZI (mm) Acinetobacter, 
souche 
environnementale AM P IMP CZ CXM CRO FEP NA CIP NOR E CLR 
Témoin négatif 25 19 35 10 24 27 31 27 34 27 21 24 
1ère  Expérience 25 17 37 10 24 26 28 25 31 27 20 22 
2ème Expérience 23 17 37 9 22 26 29 26 34 25 21 22 
3ème Expérience 27 22 40 14 26 31 34 29 34 25 24 24 
4ème Expérience 28 24 39 13 26 30 34 30 37 29 23 24 
5ème Expérience 29 20 37 12 25 30 30 28 33 27 21 24 
 
ZI      :  zones d’inhibition de croissance 
AM  : ampicilline ; P : pénicilline ; IMP : imipenem ; CZ : céfazoline ; CXM : céfuroxime ; CRO : 
ceftriaxone ; FEP : céfépime ; NA : acide nalidixique ; CIP : ciprofloxacine ; NOR : norfloxacine ; 
E : érythromycine ; CLR : clarithromycine 
Vert :   profil de sensibilité (en référence aux normes CLSI) 
 
 
Des colonies présentant une modification du pattern de résistance ont pu être isolées 
uniquement suite à une deuxième exposition aux concentrations élevées de ceftriaxone, de 
ciprofloxacine et d’érythromycine.  
Ici, des colonies exposées 24 heures aux concentrations hydriques les plus faibles (7 µg/l, 7 
µg/l et 0.4 µg/) et aux concentrations hydriques les plus élevées (14 µg/l, 20 µg/l et 1 µg/l) 
des trois inducteurs ont été secondairement exposées à des concentrations supérieures à 
celles pouvant être détectées dans les eaux usées des hôpitaux. 
La deuxième exposition confronte ainsi les colonies isolées, soit à 100 µg/l de ceftriaxone, 
100 µg/l de ciprofloxacine et 10 µg/l d’érythromycine, soit à 500 µg/l, 200 µg/l et 30 µg/l des 
trois mêmes inducteurs (tableau 56).  
 
Ces expériences n’ont permis d’isoler qu’entre 10 et 165 colonies. Les deux expositions 
successives réduisent la croissance de la souche plus fortement encore qu’une simple 
exposition de 24 heures.  
 
 
Tableau 56 :  UFC/ml et E-Tests de la souche environnementale d’Acinetobacter après deux 
expositions de 24 heures aux diverses concentrations de ceftriaxone, de 
ciprofloxacine et d’érythromycine. 
 
 
1ère Exposition  
(24h.) 
2ème Exposition 
(24h.) 
E-Tests : CMI 
(µg/ml) Acinetobacter, souche 
environnementale CRO µg/l 
CIP 
µg/l 
E 
µg/l 
CRO 
µg/l 
CIP 
µg/l 
E 
µg/l 
UFC/ml 
CRO CIP E 
Témoin négatif 0 0 0 0 0 0 5.5x107 2 0.064 2 
1ère  Expérience 7 7 0.4 100 100 10 95 colonies 4 0.125 4-6 
2ème Expérience 7 7 0.4 500 200 30 10 colonies 4 0.38 6-8 
3ème Expérience 14 20 1 100 100 10 165 colonies 3 0.25 8 
4ème Expérience 14 20 1 500 200 30 15 colonies 3 0.25 8 
 
CRO : ceftriaxone ; CIP : ciprofloxacine ; E : érythromycine 
UFC  : unité formant des colonies 
Bleu : concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine détectables dans les eaux 
usées des hôpitaux 
Vert : profil de sensibilité (en référence aux normes CLSI) 
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Les colonies exposées réduisent leur sensibilité face aux trois inducteurs : la CMI pour la 
ceftriaxone augmente de 2 µg/ml pour la souche parentale à des valeurs comprises entre 3 
et 4 µg/ml pour les colonies exposées, celle de la ciprofloxacine passe de 0.064 µg/ml à des 
CMI allant de 0.125 à 0.38 µg/ml, enfin pour l’érythromycine la CMI augmente de 2 µg/ml à 
des valeurs comprises entre 4 et 8 µg/ml (tableau 56). 
 
 
Tableau 57 : Profil phénotypique de résistance de la souche environnementale 
d’Acinetobacter après deux expositions de 24 heures aux diverses 
concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine. 
 
 
Antibiogramme : Diamètres ZI (mm) Acinetobacter, 
souche 
environnementale AM P IMP CZ CXM CRO FEP NA CIP NOR E CLR 
Témoin négatif 25 19 35 10 24 27 31 27 34 27 21 24 
1ère  Expérience  21 13 36 6 19 25 27 23 29 22 18 20 
2ème Expérience 21 14 39 6 18 23 24 17 27 19 17 19 
3ème Expérience 19 16 39 11 16 24 25 18 27 17 19 19 
4ème Expérience 22 14 39 6 18 24 26 21 28 21 19 21 
 
ZI      :  zone d’inhibition de croissance 
AM  : ampicilline ; P : pénicilline ; IMP : imipenem ; CZ : céfazoline ; CXM : céfuroxime ; CRO : 
ceftriaxone ; FEP : céfépime ; NA : acide nalidixique ; CIP : ciprofloxacine ; NOR : norfloxacine ; 
E : érythromycine ; CLR : clarithromycine 
Vert : profil de sensibilité (en référence aux normes CLSI) 
 
 
 
L’antibiogramme pour l’ensemble des 12 substances antimicrobiennes testées montre que 
d’autres antibiotiques, non utilisés lors des diverses expériences d’induction, réduisent leur 
efficacité contre les colonies exposées successivement aux deux mélanges des trois 
inducteurs. Ces antibiotiques sont l’ampicilline, la pénicilline, la céfazoline, la ceftriaxone, 
l’acide nalidixique, la norfloxacine et la clarithromycine (tableau 57). Cependant, les 
nouveaux diamètres des zones d’inhibition obtenus après induction restent, selon les 
standards d’interprétation (CLSI), dans les normes de la sensibilité. 
 
 
 
 
3.5.2.4 Acinetobacter, souche clinique exposée à la Ceftriaxone, à la 
Ciprofloxacine et à l’Erythromycine 
 
En comparaison à la souche environnementale, la croissance de la souche clinique 
d’Acinetobacter est affectée de façon plus marquée par la présence des plus faibles 
concentrations hydriques de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine. En effet, alors 
que la mesure de l’absorption (spectrophotomètre) et le nombre de colonies dénombrables, 
suite à cette exposition, restent plus ou moins stables pour la souche environnementale, ces 
valeurs diminuent visiblement pour la souche clinique : le nombre d’UFC/ml se réduit ainsi de 
3.3x107 (souche parentale non exposée) à 2.4x106 (population exposée) (graphique 37 ; 
tableau 58). 
 
Les concentrations hydriques successives des trois inducteurs, à savoir 14 µg/l de 
ceftriaxone, 20 µg/l de ciprofloxacine et 1 µg/l d’érythromycine influencent, en revanche, plus 
sévèrement la croissance de la souche environnementale. En effet, à ces concentrations le 
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nombre de colonies dénombrables, ainsi que l’absorption restent relativement stables pour la 
souche clinique (de 2.4x106 à 5.1x106 UFC/ml) et chutent pour la souche environnementale 
(de 5.2x107 à 8.6x106 UFC/ml) (tableaux 54 et 58).  
 
Enfin, la souche clinique, de la même manière que la souche environnementale, montre une 
valeur de l’absorption équivalente à 0 après 24 heures de croissance dans le milieu de 
culture contenant 21 µg/l de ceftriaxone, 45 µg/l de ciprofloxacine et 4 µg/l d’érythromycine, 
soit des concentrations supérieures de celles généralement mesurées dans les eaux usées 
hospitalières (graphique 37). 
A ces concentrations d’antibiotiques, le nombre de colonies de la souche clinique 
dénombrables s’élève à 5.8x103 UFC/ml, soit une valeur en dessous du seuil de détection 
par la méthode spectrophotomètrique d’estimation de la croissance (tableau 58). 
 
 
 
Graphique 37  :  Croissance de la souche environnementale et clinique d’Acinetobacter en 
fonction des concentrations de ceftriaxone (CRO), de ciprofloxacine (CIP) 
et d’érythromycine (E) (mesure par spectrophotomètre). 
 
 
 
 
L’exposition in vitro de la souche clinique d’Acinetobacter aux concentrations hydriques les 
plus faibles des trois inducteurs, à savoir 7 µg/l de ceftriaxone, 7 µg/l de ciprofloxacine et 0.4 
µg/l d’érythromycine, influence la croissance et modifie sensiblement le profil de résistance 
de la souche exposée. Ces modifications concernent l’imipenem, la ceftriaxone, le céfépime, 
l’acide nalidixique, la ciprofloxacine et la norfloxacine. Cette légère diminution de la 
sensibilité de la population exposée est uniquement visible sur l’antibiogramme. Les valeurs 
des CMI pour la ceftriaxone, la ciprofloxacine et pour l’érythromycine sont, en effet, 
identiques à celles déterminées pour la souche parentale (tableau 58, expérience 1).  
 
Une augmentation des CMI pour la ciprofloxacine et pour l’érythromycine a pu être obtenue 
suite à 24 heures d’exposition à 14 µg/l de ceftriaxone, 20 µg/l de ciprofloxacine et 1 µg/l 
d’érythromycine. A ces concentrations hydriques hospitalières élevées, la CMI pour la 
ciprofloxacine augmente de 0.032 µg/ml à 0.064 µg/ml, soit d’un facteur de 2 et celle pour 
l’érythromycine augmente de 3 µg/ml à 4 µg/ml, soit d’un facteur de 1.3 (tableau 58, 
expérience 2). A ces mêmes concentrations, la souche exposée diminue également sa 
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sensibilité à l’acide nalidixique et à la norfloxacine, deux antibiotiques non utilisés lors de 
l’expérience d’induction (tableau 59, expérience 2).  
 
La diminution du pouvoir d’action de ces antibiotiques sur la souche induite est cependant 
faible. Ainsi, la souche exposée, bien que légèrement plus résistante en comparaison à la 
souche parentale, reste dans les normes de la sensibilité définies par les standards 
d’interprétation CLSI. 
 
L’exposition à des concentrations majeures des trois inducteurs diminue considérablement la 
croissance de la population bactérienne, sans pour autant modifier de façon significative le 
profil de résistance de la souche clinique (tableaux 58 et 59). 
 
 
 
Tableau 58 :  UFC/ml et E-Tests de la souche clinique d’Acinetobacter après exposition aux 
diverses concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine. 
 
 
Exposition (24h.) E-Tests : CMI µg/ml) Acinetobacter, 
souche clinique CRO CIP E UFC/ml CRO CIP E 
Témoin négatif 0 0 0 3.3x107 1.5 0.032 3 
1ère  Expérience 7 7 0.4 2.4x106 1.5 0.032 3 
2ème Expérience 14 20 1 5.1x106 1.5 0.064 4 
3ème Expérience 21 45 4 5.8x103 1.5 0.023 2 
4ème Expérience 100 100 10 1.1x104 1.5 0.032 3 
5ème Expérience 2000 1000 100 1.8x102 1.5 0.032 3 
6ème Expérience 8000 2000 300 1 colonie 1.5 0.032 3 
7ème Expérience 24 000 3000 600 0 - - - 
 
CRO : ceftriaxone ; CIP : ciprofloxacine ; E : érythromycine 
UFC  : unité formant des colonies 
Bleu : concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine détectables dans les eaux 
usées des hôpitaux. 
Vert  :  profil de sensibilité (en référence aux normes CLSI) 
 
 
 
 
Comme déjà mentionné, la souche environnementale exposée 24 heures, conserve sa 
capacité de former des colonies jusqu’à la présence dans le milieu de culture de 500 µg/l de 
ceftriaxone, 200 µg/l de ciprofloxacine et 30 µg/l d’érythromycine. Au-delà de ces 
concentrations, la croissance de la souche environnementale est inhibée (tableaux 54 et 56). 
Les expériences d’induction de résistances in vitro effectuées sur la souche clinique 
d’Acinetobacter mettent en évidence la persistance de cette souche au-delà de ces 
concentrations élevées des trois inducteurs. En effet, la souche clinique conserve sa 
capacité de former des colonies viables encore après 24 heures d’exposition à 2000 µg/l de 
ceftriaxone, 1000 µg/l de ciprofloxacine et 100 µg/l d’érythromycine, soit à des 
concentrations 4 fois supérieure de ceftriaxone, 5 fois supérieure de ciprofloxacine et de plus 
de 3 fois supérieure d’érythromycine ayant permis la croissance de la souche 
environnementale. Une colonie unique a même été isolée suite à la présence dans le milieu 
de culture de 8000 µg/l de ceftriaxone, 2000 µg/l de ciprofloxacine et de 300 µg/l 
d’érythromycine (tableau 58). 
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Tableau 59  : Profil phénotypique de résistance de la souche clinique d’Acinetobacter après 
exposition aux diverses concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et 
d’érythromycine. 
 
 
Antibiogramme : Diamètres ZI (mm) Acinetobacter, 
souche 
clinique AM P IMP CZ CXM CRO FEP NA CIP NOR E CLR 
Témoin négatif 26 20 36 13 25 27 31 30 33 28 20 20 
1ère  Expérience 24 19 32 13 24 24 27 26 30 25 19 19 
2ème Expérience 24 19 35 10 25 25 33 26 29 24 18 19 
3ème Expérience 25 20 35 13 25 25 29 29 32 26 20 20 
4ème Expérience 27 20 37 12 26 25 29 29 31 26 20 20 
5ème Expérience 24 17 34 10 25 24 29 27 32 27 20 20 
6ème Expérience 26 20 35 13 26 26 29 31 31 28 20 20 
 
ZI      :  zone d’inhibition de croissance 
AM  : ampicilline ; P : pénicilline ; IMP : imipenem ; CZ : céfazoline ; CXM : céfuroxime ; CRO : 
ceftriaxone ; FEP : céfépime ; NA : acide nalidixique ; CIP : ciprofloxacine ; NOR : norfloxacine ; 
E : érythromycine ; CLR : clarithromycine 
Vert :  profil de sensibilité (en référence aux normes CLSI) 
 
 
 
En dépit de la présence de concentrations élevées des trois inducteurs, la souche clinique 
exposée ne modifie que très peu son profil de résistance. Ainsi, le danger thérapeutique 
soulevé par ces résultats apparaît, non pas par l’induction d’une souche résistance, mais par 
la persistance et la capacité de cette dernière à former des colonies viables, même en 
présence de concentrations élevées d’agents antimicrobiens.  
 
 
 
 
 
 
3.6 Stabilité de la résistance induite 
 
Dans certains cas, les concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine 
détectables dans un environnement hydrique, tel que les eaux usées des hôpitaux sont 
suffisantes pour modifier in vitro le profil de résistance des souches d’Aeromonas et 
d’Acinetobacter d’origine clinique et environnementale. Dans d’autres cas, des expositions à 
des concentrations majeures d’inducteur(s) sont nécessaires pour voir apparaître une 
modification du profil de résistance des souches testées.  
 
Dans le but de voir si ces modifications de sensibilité induites in vitro, sont stables et 
perdurent dans le temps, une souche d’Aeromonas et deux souches d’Acinetobacter ont été 
repiquées pendant 10 jours sur milieu MH sans antibiotiques. Le maintient de leurs nouveau 
profil de résistance a été vérifié par antibiogramme et / ou E-test après chaque jour de 
repiquage.  
 
Les trois souches choisies pour les essais de la stabilité des résistances induites, englobe la 
souche clinique d’Aeromonas devenue résistante à l’imipenem, ainsi que deux souches 
cliniques d’Acinetobacter. La première est celle présentant une augmentation légère de la 
CMI pour la ciprofloxacine et pour l’érythromycine, suite à 24 heures d’exposition à 14 µg/l 
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de ceftriaxone, 20 µg/l de ciprofloxacine et 1 µg/l d’érythromycine (ch. 3.5.2.4, tableau 58, 
expérience 2). La deuxième correspond à celle exposée 24 heures aux concentrations 
hydriques les plus faibles de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine, montrant à 
l’antibiogramme une légère diminution de la sensibilité à l’imipenem, à la ceftriaxone, à le 
céfépime, à l’acide nalidixique, à la ciprofloxacine et enfin à la norfloxacine (ch. 3.5.2.4, 
tableau 59, expérience 1). 
 
Les résultats obtenus montrent que les repiquages successifs n’influencent pas le profil de 
résistance induit par les diverses expériences d’induction. En effet, le nouveau profil de 
résistance acquis reste stable au fil des repiquages et ceci aussi bien pour la souche 
d’Aeromonas, que pour les deux souches d’Acinetobacter testées.  
 
 
 
 
 
 
 
3.7 Caractérisation génétique de la résistance 
 
Le phénotype de résistance observé pour l’ensemble des souches isolées et / ou induites, 
lors de cette étude, peut être la cause de nombreux facteurs, y compris la présence de 
déterminants génétiques.  
 
De par leur rôle important dans la dissémination de gènes bactériens de résistance dans les 
isolats à Gram négatif, les intégrons de classes 1 ont été recherchés dans un total de 758 
souches d’Aeromonas et d’Acinetobacter isolées des divers environnements hydriques 
étudiés, à savoir, 493 souches d’Aeromonas et 265 souches d’Acinetobacter. Les résultats 
obtenus pour les divers lieux d’échantillonnage sont exposés dans les sous-chapitres 3.7.1 
et 3.7.2. 
 
L’augmentation de la résistance aux macrolides obtenue pour les souches de Legionella 
pneumophila serogroupe 1, après les essais d’induction de résistances in vitro par exposition 
à l’érythromycine, a également été investiguée à un niveau génétique. Les résultats obtenus 
sont présentés dans le sous chapitre 3.7.3. 
 
 
 
 
 
3.7.1 Pourcentages d’Aeromonas isolés des divers environnements 
hydriques contenant des intégrons de classe 1 
 
Parmi les 493 souches d’Aeromonas testées et provenant des différents milieux hydriques 
étudiés, 40.8 % s’avèrent être positives pour les intégrons de classe 1. 
Le graphique et le tableau ci-dessous exposent, pour chaque lieu d’échantillonnage, la 
répartition de la fréquence des souches possédant soit un intégron vide (poids moléculaire 
du morceau amplifié égal à 150 pb), soit un ou plusieurs intégron(s) contenant un ou des 
gène(s) cassette(s) (poids moléculaire supérieur à 150 pb), soit ne possédant aucun intégron 
(figure 12).  
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Figure 12 : Pourcentages d’Aeromonas isolés des divers environnements hydriques pourvus 
d’intégrons (INT) de classe 1 : graphique et tableau. 
* : eaux usées des hôpitaux ; STEP : station d’épuration ; av : avant ; ap : après. 
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Intégrons de classe 1  
 
non 
détectés 
vides 
 (150 pb) 
pourvus de 
gène(s) 
cassette(s) 
(>150 pb) 
Hôpital Universitaire de Zurich* (n=65) 33.8 % 0 % 66.2 % 
Hôpital Civico*(n=48) 93.7 % 2.1 % 4.2 % 
Hôpital Italiano* (n=30) 6.7 % 0 % 93.3 % 
STEP Bioggio (n=64) 39.1 % 0 % 60.9 % 
Fleuve Vedeggio (n=21) 95.2 % 0 % 4.8 % 
Lac Ceresio, Figino (n=20) 85 % 0 % 15 % 
Lac Ceresio, Barbengo (n=17) 88.2 % 0 % 11.8 % 
Fleuve Ticino, av STEP Airolo (n=30) 86.7 % 0 % 13.3 % 
Eaux souillées, entrée STEP Airolo (n=21) 66.7 % 14.3 % 19 % 
STEP Airolo (n=72) 40.3 % 23.6 % 36.1 % 
Eaux assainies, sortie STEP Airolo (n=23) 47.8 % 21.8 % 30.4 % 
Fleuve Ticino, ap STEP Airolo (n=22) 50 % 9.1 % 40.9 % 
Lac Cadagno (n=31) 93.6 % 3.2 % 3.2 % 
Rivière effluente du Lac de Cadagno (n=29) 89.6 % 3.4 % 6.9 % 
Eau potable (n=0) 0 % 0 % 0 % 
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Les intégrons de classe 1 pourvus de gène(s) cassette(s) ont pu être détectés dans 66.2 % 
des souches d’Aeromonas isolées des eaux usées de l’hôpital Universitaire de Zurich.  
Ces taux s’élèvent à 6.3 % et à 93.3 % chez les souches d’Aeromonas provenant 
respectivement des eaux usées des hôpitaux Civico et Italiano. Cette différence importante 
dans la fréquence des intégrons de classe 1 pourvus de gène(s) cassette(s) est difficilement 
explicable et ne peut être corrélée au phénotype de résistance aux antibiotiques mis en 
évidence dans ces deux divers hôpitaux tessinois (chapitre 3.3.1). En effet, les pourcentages 
de souches d’Aeromonas résistantes à l’ensemble des 4 générations de céphalosporines, 
ainsi qu’aux trois antibiotiques de la famille des quinolones / fluoroquinolones testés dans 
cette étude sont, de manière générale, plus élevés dans les eaux souillées provenant de 
l’hôpital Civico, que dans celles provenant de l’hôpital Italiano.  
Parmi les 12 antibiotiques testés, seules l’érythromycine et la clarithromycine, soit les deux 
macrolides testés s’avèrent être, à l’antibiogramme, moins efficaces sur les souches 
d’Aeromonas isolées des eaux usées de l’hôpital Italiano.  
 
Le pourcentage de souches d’Aeromonas contenant des intégrons de classe 1 pourvus de 
gène(s) cassette(s) isolées des boues activées de la station d’épuration de Bioggio, récoltant 
les eaux usées de la ville de Lugano, inclus des hôpitaux Civico et Italiano, s’élève à 60.9 %. 
Aucune souche contenant des intégrons de classe 1 vides n’a été détectée dans cet 
environnement. La situation mise en évidence dans la station d’épuration de Airolo est 
légèrement différente : 36.1 % des souches d’Aeromonas isolées des boues activées 
contiennent des intégrons de classe 1 pourvus de gène(s) cassette(s), 23.6 % contiennent 
des intégrons vides et enfin 40.3 % des souches s’avèrent être négatives pour cet élément 
génétique mobile. L’absence d’hôpitaux, ainsi que les habitations rurales caractérisant cette 
région pourraient expliquer la présence moins élevées de souches possédant dans leur 
génome des intégrons de classe 1 pourvus de gène(s) cassette(s). 
Il est concevable que les boues activées des stations d’épuration représentent, pour les 
Aeromonas, un lieu propice à l’acquisition de gènes de résistance provenant d’autres 
bactéries, ainsi qu’au développement de résistances aux antibiotiques.  
 
Dans le fleuve Ticino, avant la station d’épuration de Airolo, le pourcentage de souches 
d’Aeromonas hébergeant des intégrons de classe 1 de poids moléculaire supérieur à 150 pb 
s’élève à 13.3 %. Après le déversement dans le fleuve des effluents de la station, ce taux 
dépasse les 40 %. Ainsi, les stations d’assainissement des eaux permettent de concentrer, 
non seulement, des souches phénotypiquement plus résistantes (comme mis en évidence 
dans le chapitre 3.3.1), mais également des souches génétiquement préparées à développer 
ou à exprimer la résistance. En assumant ce rôle d’intermédiaire entre les eaux polluées et 
les milieux hydriques environnementaux, elles contribuent à enrichir les eaux de surface en 
souches potentiellement plus résistantes ou préparées à le devenir. 
 
Si la résistance acquise est un caractère stable, alors le faible pourcentage des isolats 
contenant ces éléments génétiques mobiles, mis en évidence dans le fleuve Vedeggio et le 
Lac Ceresio, pourrait être expliqué par l’effet de dilution de la population d’Aeromonas dans 
les eaux de surface. 
De plus, la présence faible de souches hébergeant des intégrons vides (3.2 %) et des 
intégrons de poids moléculaire supérieure à 150 pb (3.2 %) dans le Lac de Cadagno, situé à 
1987 m d’altitude, lieu où la pression de sélection exercée par les antibiotiques peut être 
considérée comme absente, souligne la capacité génétique ″pré existante″ des micro-
organismes de s’adapter, si besoin est, à des conditions environnementales défavorables. 
Après les quelques habitations du Val Piora, le nombre de souches contenant des intégrons 
de classe 1 pourvus de gène(s) cassette(s), augmente légèrement et atteint les 6.9 %. Il 
semblerait que les rejets générés par les quelques vacanciers de cette région soient 
suffisants pour engendrer des modifications génétiques dans la population d’Aeromonas 
habitant naturellement ces milieux hydriques. 
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Certains intégrons ont été caractérisés par séquençage. La présence de gènes codant pour 
une enzyme conférant la résistance aux aminoglycosides (gène ″aacA4″), un médiateur de la 
résistance au chloramphénicol (gène ″catB2″), un gène de résistance au triméthoprime (gène 
″dhfrl″), ainsi qu’une β-lactamase (gène ″blaOXA-2″) a été démontrée.  
 
 
 
3.7.2 Pourcentages d’Acinetobacter isolés des divers 
environnements hydriques contenant des intégrons de classe 
1 
Parmi les 265 souches d’Acinetobacter analysées et provenant de l’ensemble des 
environnements hydriques considérés, 55.8 % s’avèrent être positives pour les intégrons de 
classe 1. 
Les détails de la fréquence des souches hébergeant, soit un intégron vide (poids moléculaire 
égal à 150 pb) soit un ou plusieurs intégron(s) contenant un ou des gène(s) cassette(s) 
(poids moléculaire supérieur à 150 pb), soit ne possédant aucun intégron sont exposés dans 
le graphique et tableau ci-dessous (figure 13). 
 
 
Figure 13 : Pourcentages d’Acinetobacter isolés des divers environnements hydriques 
pourvus d’intégrons (INT) de classe 1 : graphique et tableau. 
* : eaux usées des hôpitaux ; STEP : station d’épuration ; av : avant ; ap : après. 
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Intégrons de classe 1  
 
non 
détectés 
vides 
(150 pb)  
pourvus de 
gène(s) 
cassette(s) 
(>150 pb) 
Hôpital Universitaire de Zurich* (n=20) 60 % 0 % 40 % 
Hôpital Civico* (n=18) 5.6 % 0 % 94.4 % 
Hôpital Italiano* (n=28) 10.7 % 0 % 89.3 % 
STEP Bioggio (n=45) 35.6 % 0 % 64.4 % 
Fleuve Vedeggio (n=8) 87.6 % 0 % 12.5 % 
Lac Ceresio, Figino (n=1) 100 % 0 % 0 % 
Lac Ceresio, Barbengo (n=1) 100 % 0 % 0 % 
Fleuve Ticino, av STEP Airolo (n=3) 66.7 % 0 % 33.3 % 
Eaux souillées, entrée STEP Airolo (n=22) 50 % 4.5 % 45.5 % 
STEP Airolo (n=59) 54.2 % 3.4 % 42.4 % 
Eaux assainies, sortie STEP Airolo (n=38) 68.4 % 0 % 31.6 % 
Fleuve Ticino, ap STEP Airolo (n=19) 26.3 % 0 % 73.7 % 
Lac Cadagno (n=0) 0 % 0 % 0 % 
Rivière Cadagno (n=0) 0 % 0 % 0 % 
Eau potable (n=3) 0 % 0 % 100 % 
 
 
 
 
Bien que les souches d’Acinetobacter isolées des eaux usées hospitalières se sont avérées 
être phénotypiquement plus sensibles aux antibiotiques testés que les Aeromonas des 
mêmes origines hydriques, les intégrons de classe 1 pourvus de gène(s) cassette(s) ont été 
détectés avec une fréquence élevée également chez ces derniers. En effet, 40 % des 
souches d’Acinetobacter isolées des eaux usées de l’hôpital Universitaire de Zurich, 94.4 % 
des souches isolées des eaux usées de l’hôpital Civico et enfin 89.3 % des souches isolées 
des eaux usées de l’hôpital Italiano se sont avérées contenir ces éléments génétiques 
mobiles. Dans ces milieux hydriques fortement contaminés, aucun intégron vide n’a pu être 
détecté.  
 
Les pourcentages de souches d’Acinetobacter hébergeant des intégrons de classe 1 de 
poids moléculaire supérieur à 150 pb dans les boues activées des stations d’épuration sont 
légèrement supérieurs à ceux retrouvés dans ces mêmes milieux pour les Aeromonas. En 
effet, 64.4 % et 42.4 % des Acinetobacter isolés respectivement des boues activées des 
stations d’épuration de Bioggio et de Airolo sont positives pour les intégrons de classe 1 
pourvus de gène(s) cassette(s). Comme pour les Aeromonas, aucun intégron vide n’est mis 
en évidence chez les Acinetobacter isolés des boues activées de Bioggio.  
 
La différence dans les pourcentages des intégrons de classe 1 obtenue chez les 
Acinetobacter isolés des divers milieux hydriques analysés souligne, à nouveau, le rôle non 
négligeable des hôpitaux dans l’apport, par le biais des eaux souillées, de souches 
phénotypiquement et génétiquement plus résistantes dans les stations d’épuration. De 
même, l’analyse des affluents et des effluents de la station d’épuration de Airolo, ainsi que 
du fleuve Ticino en amont et en aval de la STEP de Airolo montre le rôle médiateur des 
stations d’épuration dans l’enrichissement des eaux de surface en souches potentiellement 
plus résistantes. En effet, les affluents véhiculant l’eau souillée à l’entrée de la station 
comportent 45.4 % de souches possédant des intégrons de classe 1 de poids moléculaire 
supérieur à 150 pb et 4.5 % de souches ayant dans leur génome des intégrons vides. Dans 
les eaux assainies sortant de la STEP, 31.6 % des souches isolées s’avèrent être positives 
pour cet élément génétique mobile. La conséquence pour le fleuve Ticino, échantillonné 
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avant et après la station d’épuration, est visible : 33.3 % des Acinetobacter isolés du fleuve 
Ticino en amont de la STEP sont positifs pour les intégrons de classe 1. Ce taux augmente 
et atteint les 73.7 % pour les souches isolées après le déversement des effluents de la 
station. 
 
A cause, notamment, de la difficulté de culture et de l’effet de dilution de la population 
bactérienne, peu d’Acinetobacter ont pu être isolés des eaux de surface comprenant le 
fleuve Vedeggio et le Lac Ceresio. Une seule parmi les 8 souches isolées du fleuve 
Vedeggio s’est avérée héberger un intégron pourvu de gènes cassettes. Les deux seules 
souches isolées du Lac Ceresio se sont, quant à elles, avérées négatives pour cet élément 
génétique mobile. Enfin, et malgré les différentes tentatives, aucune souche d’Acinetobacter 
n’a pu être isolée des milieux hydriques analysés dans le Val Piora. 
Il est ainsi difficile de vérifier si les gènes cassettes contenus dans les intégrons de classe 1 
sont maintenus dans le génome des Acinetobacter sous l’effet de la diminution, voire de 
l’absence de la pression de sélection exercée par les antibiotiques.  
 
Les seules trois souches testées pour l’eau potable, se sont avérées héberger des intégrons 
de classe 1 de poids moléculaire supérieur à 150 pb. Ces trois souches sont, cependant, soit 
sensibles, soit intermédiaires à tous les antibiotiques testés au cours de cette étude.  
 
Malheureusement, aucune caractérisation génétique des intégrons de classe 1 contenus 
dans le génome des Acinetobacter n’a pu être effectuée.  
 
 
 
 
 
 
3.7.3 Legionella, caractérisation génétique de la résistance aux 
Macrolides (Erythromycine) 
 
 
Le site cible des antibiotiques de la famille des macrolides est la large sous-unité (50S) des 
ribosomes bactériens. En s’y liant, les macrolides inhibent la synthèse des protéines.  
La résistance aux macrolides peut être la résultante de différents processus, à savoir, la 
présence de gènes erm (erythromycin ribosome methylation, codant pour des 
méthyltransférases), l’altération d’un nucléotide spécifique dans le 23S ARNr (mutations 
ponctuelles, méthylation), la présence et l’activation de pompes à efflux, l’altération du 
transport de l’antibiotique, ou encore, due à la présence d’enzymes capables de modifier la 
molécule à activité anti-bactérienne (Weisblum, 1995).  
 
Chez certaines espèces de Streptococcus pneumoniae, la résistance à l’érythromycine est 
souvent associée à la résistance à d’autres macrolides, aux lincosamides et aux 
streptogramines B (résistance MLSB). Chez les souches induites de Legionella, la résistance 
semble concerner uniquement les macrolides. En effet, le phénotype de résistance des 
souches induites est caractérisé par une augmentation de la résistance à l’érythromycine, à 
la clarithromycine et à l’azithromycine. Aucune résistance à la clindamycine, ou encore à la 
quinopristine n’a pu être détectée (tableau 60). 
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Tableau 60 :  Diamètres (mm) des zones d’inhibition de croissance de souches sauvages et 
induites de Legionella pneumophila serogroupe 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les mutations ponctuelles dans le gène codant pour la sous-unité ribosomale 23S ARNr 
semblent être plus particulièrement fréquentes chez les bactéries à croissance lente 
hébergeant 1 à 2 copies du gène rrn (opéron ARNr), ainsi que chez les bactéries possédant 
de 3 à plus de 4 copies du gène rrn (Streptococcus pneumoniae) (Vester et al., 2001) (figure 
14). En accord avec l’analyse des banques de données génomiques, la souche Legionella 
pneumophila serogroupe 1 Philadelphia, est une bactérie à croissance lente, contenant 3 
copies de l’opéron rrn (Cazalet et al., 2004 ; Chien et al., 2004). 
 
Ainsi, dans le but d’expliquer les mécanismes de résistance induits, suite aux diverses 
expositions in vitro aux concentrations élevées d’érythromycine, la séquence d’ADN du site 
de liaison sur le 23S ARNr des macrolides, a été investiguée. Le séquençage a montré une 
substitution de deux bases chez les souches induites de Legionella pneumophila 
Philadelphia à deux différentes régions localisées dans le site de liaison des macrolides sur 
le gène ribosomal 23S.  
Les deux mutations mises en évidence ont déjà été décrites dans les chloroplastes de 
Chlamydomonas reinhardtii (Harris et al., 1989) et chez des bactéries à Gram négatif comme 
E.coli (Vester et al., 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Erythromycine 
(Macrolide 14)
Azithromycine 
(Macrolide 15)
Clindamycine 
(Lincosamide)
Quinopristine 
(Streptogramine B)
souche  332 46 50 6 28
souche 1569 42 38 6 27
souche 1967 46 42 6 28
souche 1569a 32 40 6 26
souche 1569b 36 36 6 26
souche 1967a 36 32 6 28
souche 1967c 36 36 7 28
souche alfa6 26 40 6 25
souche alfa 1   (G2057A) 20 38 7 28
souche alfa9       (C2611T) 6 26 15 28
souche alffa1 (C2611T) 6 25 15 28
Legionella pneumophila 
serogroupe 1
souche sauvage (wild type)
Pas de substitutions sur le 23S ARNr
Substitutions sur le 23S ARNr
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Figure 14: Position des différentes substitutions nucléotidiques sur le 23S ARNr conférant la 
résistance aux macrolides. Source: Vester et al., 2001. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Trois différents types de mutations engendrant des degrés différents de résistance à 
l’érythromycine ont pu être identifiés par séquençage. La première mutation est la 
substitution d’une cytosine par une thymine en position 2611 (position E.coli). Celle-ci 
engendre une augmentation de résistance élevée à l’érythromycine (CMI > 256 µg/ml). La 
deuxième mutation est une substitution d’une guanine par une adénine en position 2057 
(figure 15). Celle-ci engendre une augmentation intermédiaire de résistance à 
l’érythromycine. Enfin, une faible augmentation de la résistance correspondant à une 
conservation parfaite de la molécule 23S ARNr a été obtenue pour les Legionella 
pneumophila serogroupe 1, appartenant au groupe SBT 1,4,3. Des investigations 
supplémentaires permettraient d’évaluer l’activité des pompes à efflux de ces souches, ainsi 
que le fitness bactérien. 
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Figure 15  : Substitution ponctuelle d’une guanine par une adénine en position 2057 chez la 
souche environnementale de Legionella pneumophila serogroupe 1 exposée in 
vitro à l’érythromycine.  
 
 
 
 
 
 
3.8 Induction de résistances in situ 
 
Les quantités des trois antibiotiques ajoutés dans les boues activées remplissant le bio 
réacteur ont été choisies en accord avec une étude environnementale analytique, effectuée 
dans le canton de Zurich. Cette étude a en effet permis d’évaluer les concentrations traces 
de fluoroquinolones et de macrolides, utilisés en médicine humaine, pouvant être retrouvées 
à la fois dans les eaux usées hospitalières et municipales, ainsi que dans l’environnement 
aquatique (Giger et al., 2003). Dans cette étude, les concentrations de fluoroquionolones 
(norfloxacine et ciprofloxacine) détectables dans les boues activées sont comprises entre 
255 et 568 ng/l (graphique 38). Bien qu’une partie des résidus d’antibiotiques appartenant à 
cette famille sont éliminés par les stations d’épuration lors des traitements des eaux usées, 
13 à 21 % peuvent, cependant, atteindre les eaux des rivières (Giger et al., 2003). 
 
 
 
Graphique 38  :    Diminution des concentrations de norfloxacine et de ciprofloxacine des 
eaux usées des hôpitaux aux eaux de rivières.  
Source : Giger et al., 2003. 
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Dans cette même étude, les concentrations des différents macrolides retrouvées dans les 
effluents secondaires des stations d’épuration après le traitement mécanique et biologique 
sont comprises pour la clarithromycine entre 57 et 328 ng/l et pour l’érythromycine à des 
valeurs en dessous du seuil de détection (< 287 ng/l). Ici, les concentrations de 
clarithromycine détectables dans la rivière recevant les effluents assainis des STEP 
considérées restent comprises entre 7 et 75 ng/l (Giger et al., 2003).  
 
Les bêta-lactames ont pu être détectés uniquement dans les eaux usées des hôpitaux. Dans 
un tel environnement, certains antibiotiques de cette famille se sont avérés être présents à 
une concentration de 30 µg/l. Les raisons principales de l’absence de données pour les 
environnements hydriques, tels que les eaux municipales et environnementales, sont à 
rechercher dans le manque actuel de méthodes analytiques sensibles de détection, ainsi 
que dans la courte demi-vie des antibiotiques de cette famille dans les milieux hydriques 
(dégradation chimique rapide par hydrolyse du noyau β-lactame et dégradation microbienne 
de la molécule active) (Giger et al., 2003). 
 
Ainsi, suite à l’analyse de ces données, les concentrations des trois antibiotiques choisies 
pour être ajoutées dans les boues activées remplissant le bio réacteur sont : 500 ng/l de 
ciprofloxacine (valeur proche du maximum détectable dans les boues activées), 150 ng/l 
d’érythromycine (valeur intermédiaire entre 0 et 287 ng/l) et 30 µg/l de ceftriaxone (valeur 
détectée dans les eaux usées des hôpitaux).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.8.1 Aspect phénotypique de l’induction de résistances in situ 
 
Au totale, deux expériences ont été faites à partir des boues activées récoltées dans la 
station d’épuration de Airolo (Airolo, exp 1 et Airolo, exp 2) et une à partir des boues activées 
prélevées dans la station d’épuration de Bioggio (Bioggio, exp 1).  
Le même protocole d’isolement des souches à partir des boues activées provenant de Airolo 
et de Bioggio, mais sans ajout d’antibiotiques a servit de contrôle négatif. 
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Figure 16 :  Diamètres (mm) des zones d’inhibition de croissance (ZI) pour la ceftriaxone, la 
ciprofloxacine et l’érythromycine d’Aeromonas et d’Acinetobacter isolés des 
boues activées remplissant le bio réacteur (à T0 et à T12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
S      : diamètres correspondant à un profil de sensibilité (normes CLSI) 
I       : diamètres correspondant à un profil intermédiaire de résistance (normes CLSI) 
R      : diamètres correspondant à un profil de résistance (normes CLSI) 
T0    : souches isolées avant l’ajout de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine 
T12  : souches isolées après 12 heures d’exposition au mélange de ceftriaxone, de ciprofloxacine 
et d’érythromycine 
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Un seul cas de diminution significative de la sensibilité à la ceftriaxone entre T0 et T12 
(p=0.001) a pu être obtenu chez les Aeromonas isolés des boues activées de la station 
d’épuration de Airolo (Airolo, exp 1). Cette augmentation de la résistance est mise en 
évidence notamment par l’augmentation des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des 
souches d’Aeromonas isolées du bio réacteur après exposition (graphique 39). Les 
diamètres des zones d’inhibition de croissance à la ceftriaxone mesurés à l’antibiogramme et 
présentés dans le graphique ci-dessus montrent également la diminution de la sensibilité de 
ces isolats bactériens à T12 (figure 16).  
 
 
 
Graphique 39  : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) pour la ceftriaxone des 
Aeromonas isolés à T0 et à T12, des boues activées de la STEP de 
Airolo (bio réacteur, Airolo, exp 1).  
p=facteur de significativité. 
 
 
 
 
T0    : souches isolées avant l’ajout de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine 
T12  : souches isolées après 12 heures d’exposition au mélange de ceftriaxone,  
de ciprofloxacine et d’érythromycine 
 
 
 
Mis à part ce cas unique d’augmentation significative de la résistance à la ceftriaxone, 
aucune autre différence éloquente dans les profils de résistance n’a pu être constatée. En 
effet, lors des diverses autres expériences (contrôles négatifs compris), l’ensemble des 
diamètres mesurés (antibiogramme) pour les trois antibiotiques et pour l’ensemble des 
souches isolées sont contenus entre T0 et T12 dans une gamme de valeur comparable 
(figure 16). 
 
Plusieurs raisons pourraient expliquer le faible effet phénotypique engendré par l’exposition 
in situ au mélange des trois inducteurs. Tout d’abord, les bactéries isolées à partir de 
l’échantillonnage pourraient ne pas être représentatives de l’effet des antibiotiques sur la 
population globale. Deuxièmement, l’effet des trois antibiotiques pourrait se traduire par une 
légère adaptation de certains membres des populations étudiées difficilement perceptible par 
les tests in vitro usuels, plutôt que par l’apparition visible d’une réelle résistance. Enfin, les 
antibiotiques ajoutés dans les boues activées, pourraient soit être dégradés au cours de 
l’expérience, soit encore être inférieurs aux concentrations déjà présentes dans les boues 
activées au moment de leur prélèvement. 
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La détermination des concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine 
présentes dans la biomasse et dans la phase aqueuse des boues activées au moment du 
prélèvement (T0) et à la fin de l’expérience d’induction (T12) a été effectuée par le 
laboratoire du Prof. Dr. Sacher (DVGW-Technologiezentrum Wasser (TZW), Karlsruhe, 
Allemagne). Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau ci-dessous (tableau 61). 
 
 
 
Tableau 61 : Concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine dans la 
phase aqueuse et la biomasse des boues activées remplissant le bio réacteur.  
 
Mesures effectuées par le groupe du Prof. Dr. Sacher, DVGW-Technologiezentrum Wasser 
(TZW), Karlsruhe, Allemagne. 
 
 
Echantillons Type Unités Ceftriaxone SD=100 ng/l 
Ciprofloxacine 
SD=100 ng/l 
Erythromycine 
SD=100 ng/l 
Airolo contrôle T0 eau ng/l < SD < SD < SD 
Airolo contrôle T12 eau ng/l < SD 120 < SD 
Airolo T0 (exp 2) eau ng/l < SD < SD < SD 
Airolo T12 (exp 2) eau ng/l 4100 < SD < SD 
Bioggio contrôle T0 eau ng/l 250 210 < SD 
Bioggio contrôle T12 eau ng/l < SD 800 < SD 
Bioggio T0 eau ng/l 500 250 < SD 
Bioggio T12 eau ng/l 11 000 920 < SD 
   SD=0.1 mg/kg SD=0.1 mg/kg SD=0.1 mg/kg 
Airolo contrôle T0 biomasse mg/kg < SD 7.9 < SD 
Airolo contrôle T12 biomasse mg/kg < SD 7.2 < SD 
Airolo T0 (exp 2) biomasse mg/kg < SD 4.0 <SD 
Airolo T12 (exp 2) biomasse mg/kg < SD 4.1 < SD 
Bioggio contrôle T0 biomasse mg/kg < SD 9.8 < SD 
Bioggio contrôle T12 biomasse mg/kg < SD 10.3 < SD 
Bioggio T0 biomasse mg/kg < SD 9.8 < SD 
Bioggio T12 biomasse mg/kg < SD 11.2 < SD 
 
SD : seuil de détection 
 
 
 
La quantification chimique effectuée par le groupe du Prof. Dr. Sacher montre que la phase 
aqueuse des boues activées provenant de la station d’épuration de Bioggio contient 
effectivement des résidus d’antibiotiques avant l’addition en laboratoire du mélange des trois 
inducteurs antimicrobiens. En revanche, les concentrations d’antibiotiques présentes dans la 
phase aqueuse des boues activées provenant de la station d’épuration de Airolo sont, au 
moment du prélèvement, en dessous du seuil de détection. Comme déjà mentionné, la 
station d’épuration de Bioggio récolte les eaux souillées de la ville de Lugano, y compris les 
eaux usées des hôpitaux Civico et Italiano. La station d’épuration de Airolo récolte, en 
revanche, les eaux usées d’une petite région de montagne, dépourvue d’hôpitaux. La 
présence préalable de résidus d’antibiotiques dans les boues activées de Bioggio et moindre 
dans celles de Airolo est ainsi justifiée par la provenance respective des eaux usées 
récoltées. 
 
De manière générale, la phase aqueuse des boues activées à T12 contient d’avantage 
d’antibiotiques que celle à T0. L’addition des inducteurs chimiques en laboratoire est ainsi 
détectable analytiquement. 
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Enfin, le seul parmi les trois antibiotiques retrouvé dans la biomasse des boues activées est 
la ciprofloxacine. Ce résultat n’est pas étonnant. En effet, les antibiotiques de la famille des 
fluoroquinolones sont connus pour être retenus, dans les stations d’épuration, par les boues 
activées de la phase biologique du traitement des eaux usées (Giger et al., 2003). Cette 
propriété des boues activées d’absorber les fluoroquinolones représente un avantage pour la 
santé des rivières, mais un inconvénient important pour l’environnement terrestre et les sols. 
En effet, une partie des boues en excès récupérées du décanteur ont, en Suisse, été 
utilisées comme engrais dans l’agriculture. C’est seulement à partir du 26 mars 2003 que le 
Conseil Fédéral a décidé d’abandonner progressivement l’utilisation des boues comme 
engrais. Depuis le 1er mai 2003, il est ainsi interdit d’épandre les boues d’épuration sur les 
surfaces maraîchères et fourragères. Pour les autres surfaces fertilisables, sur lesquelles 
l’utilisation des boues d’épuration menace la santé de l’homme et des animaux dans une 
moindre mesure, l’interdiction n’est entrée en vigueur qu’en 2006, voire n’entrera en vigueur 
qu’en 2008 dans certains cas (www.buwal.ch). 
 
Comme pour la ceftriaxone et l’érythromycine, la concentration de ciprofloxacine détectable 
dans la biomasse des boues activées de Bioggio est plus élevée que celle quantifiable dans 
la biomasse des boues activées provenant de Airolo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.8.2 Aspect génétique de l’induction de résistances in situ 
Le rôle éventuel de l’addition de concentrations hydriques de ceftriaxone, de ciprofloxacine 
et d’érythromycine sur la sélection de souches d’Aeromonas et d’Acinetobacter hébergeant 
des intégrons de classe 1 a été investigué in situ.  
Pour cela, les intégrons de classe 1 ont été recherchés dans un total de 195 souches 
d’Aeromonas et 156 souches d’Acinetobacter isolées des boues activées remplissant le bio 
réacteur à T0 et à T12.  
Parmi les 195 souches d’Aeromonas investiguées, 111 proviennent des boues activées de la 
station d’épuration de Airolo et 84 de la station d’épuration de Bioggio. Les 156 souches 
d’Acinetobacter analysées se répartissent en 95 souches isolées des boues activées de la 
station d’épuration de Airolo et 61 souches provenant de la station d’épuration de Bioggio. 
 
Les résultas obtenus pour les deux essais effectués avec les boues activées de la station 
d’épuration de Airolo (Airolo, exp 1 et Airolo, exp 2), ainsi que celui effectué avec les boues 
activées de la station d’épuration de Bioggio (Bioggio, exp 1) sont présentés dans les deux 
graphiques ci-dessous (graphiques 40 et 41). Les souches isolées lors des expériences 
contrôles, effectuées sans l’ajout des trois antibiotiques servent de témoins négatifs.  
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Graphique 40  : Pourcentages d’Aeromonas isolés des boues activées du bio réacteur 
pourvus d’intégrons (INT) de classe 1. 
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Comme pour l’aspect phénotypique de l’induction de résistances in situ, l’effet de l’addition 
de 30 µg/l de ceftriaxone, de 500 ng/l de ciprofloxacine et de 150 ng/l d’érythromycine 
semble n’avoir un effet que sur les souches d’Aeromonas provenant des boues activées de 
la station d’épuration de Airolo.  
En effet, le pourcentage de souches hébergeant ou non des intégrons de classe 1 pourvus 
de gène(s) cassette(s) dans les boues activées de la station d’épuration de Bioggio, ne 
semble pas être modifié par l’ajout du mélange d’antibiotiques. De plus, dans cette même 
station, même si dans un ordre de grandeur différent, les résultats obtenus pour l’expérience 
contrôle et pour l’essai d’induction de résistances in situ sont comparables (graphique 40). 
 
L’analyse génétique des souches d’Aeromonas isolées des boues activées de la station 
d’épuration de Airolo fait apparaître une situation différente.  
Lors de l’expérience contrôle par exemple, ou aucun antibiotique n’a été ajouté, le 
pourcentage de souches dépourvues d’intégrons de classe 1 isolées à T0 et à T12 
augmente de 19 % à 58.8 %. Cette augmentation se produit au détriment des souches 
positives pour les intégrons de classe 1 pourvus d’un ou de plusieurs gènes cassettes 
(diminution de 62 % pour T0 à 11.8 % pour T12). En revanche, lors des deux expériences 
d’induction de résistances in situ (Airolo, exp 1 et Airolo, exp 2), la situation s’inverse après 
12 heures d’exposition aux concentrations hydriques des trois antibiotiques. La présence 
d’antibiotiques semblerait ici, n’affecter que peu ou pas le phénotype de résistance des 
Aeromonas (chapitre 3.8.1), mais sélectionner, au détriment des autres, les souches 
possédant, dans leur génome, un potentiel de résistance. En effet, lors de la première 
expérience d’induction (Airolo, exp 1), l’analyse de la présence des intégrons de classe 1 à 
T0 fourni les pourcentages suivants : 42.1 % de souches négatives pour les intégrons de 
classe 1, 31.6 % de souches possédant des intégrons vides et 26.3 % positives pour les 
intégrons de poids moléculaire supérieur à 150 pb. Après 12 heures d’exposition au mélange 
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des trois inducteurs, seulement 9.1 % des Aeromonas isolés sont négatifs pour ces éléments 
génétiques mobiles, 18.2 % possèdent des intégrons vides et enfin 72.7 % possèdent des 
intégrons pourvus de 1 ou plusieurs gènes cassettes (graphique 40).  
Des résultats similaires, mais légèrement moins probants, ont été obtenus lors de la 
deuxième expérience d’induction de résistances in situ (Airolo, exp 2) (graphique 40). 
Rappelons que l’unique augmentation de résistance significative obtenue pour la ceftriaxone 
concerne les souches d’Aeromonas isolées lors de cette première expérience d’induction de 
résistances in situ (chapitre 3.8.1).  
 
 
Bien que les mêmes boues activées et les mêmes conditions d’expérience aient été 
effectuées, les résultats obtenus pour les Acinetobacter sont différents (graphique 41). 
 
 
Graphique 41 :  Pourcentages d’Acinetobacter isolés des boues activées du bio réacteur 
pourvus d’intégrons (INT) de classe 1. 
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La répartition de la fréquence des Acinetobacter dépourvus ou pourvus d’intégrons de classe 
1 ne semblent pas être reliée à l’addition, en laboratoire, des trois concentrations hydriques 
d’antibiotiques. Dans certains cas, il apparaît même que le nombre de souches n’hébergeant 
pas d’intégrons augmentent après 12 heures d’exposition aux inducteurs (Airolo T12, exp 2 
et Bioggio T12, exp 1). 
 
Il est à remarquer que le pourcentage d’Acinetobacter possédant des intégrons de classe 1 
pourvus de gène(s) cassette(s) est plus élevé dans les boues activées du contrôle négatif de 
Bioggio, que dans celles provenant du contrôle négatif de Airolo (graphique 41). Cette 
remarque peut être corrélée à la présence préalable de résidus d’antibiotiques dans les 
boues activées de la STEP de Bioggio, mise en évidence par la quantification chimique 
effectuée par le groupe du Prof. Dr. Sacher. 
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3.8.3 Caractérisation quantitative de l’induction de résistances in 
situ (HIS) 
 
L’influence de la présence de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine dans les 
boues activées, sur la croissance des populations d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de 
Legionella, ainsi que sur la population microbienne totale a été analysée quantitativement 
par hybridation in situ (HIS) mettant à profit des sondes oligonucléotidiques spécifiques pour 
les trois genres bactériens considérés et par coloration DAPI. 
 
 
 
 
3.8.3.1 Boues activées des stations d’épuration de Airolo et de Bioggio 
 
Les modifications quantitatives obtenues, avant et après l’addition des trois inducteurs 
antimicrobiens, sur les trois populations bactériennes étudiées et sur la communauté 
microbienne totale des boues activées sont exposées dans les trois graphiques suivants 
(graphiques 42, 43 et 44). 
 
 
 
Graphique 42 :   Analyse quantitative de la population d’Aeromonas (sonde Aer 66) et de la 
communauté microbienne totale (DAPI) dénombrées avant et après 
l’addition de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine dans le bio 
réacteur. 
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STEP : station d’épuration 
- AB   : témoin négatif (sans ajout d’antibiotiques) 
+ AB  : essais d’induction (addition d’antibiotiques) 
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Graphique 43 :   Analyse quantitative de la population d’Acinetobacter (sonde ACA new) et 
de la communauté microbienne totale (DAPI) dénombrées avant et après 
l’addition de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine dans le bio 
réacteur. 
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STEP : station d’épuration 
- AB   : témoin négatif (sans ajout d’antibiotiques) 
+ AB  : essais d’induction (addition d’antibiotiques) 
 
 
 
Graphique 44 :  Analyse quantitative de la population de Legionella (Leg 434) et de la 
communauté microbienne totale (DAPI) dénombrées avant et après 
l’addition de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine dans le bio 
réacteur. 
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STEP : station d’épuration 
- AB   : témoin négatif (sans ajout d’antibiotiques) 
+ AB  : essais d’induction (addition d’antibiotiques) 
 
 
Les trois populations bactériennes considérées, ainsi que la communauté microbienne totale 
présentes dans les boues activées des stations d’épuration de Bioggio et de Airolo montrent 
un comportement différent face à l’addition respective du mélange d’antibiotiques. 
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Après 12 heures d’exposition à 30 µg/l de ceftriaxone, 500 ng/l de ciprofloxacine et 150 ng/l 
d’érythromycine, la population microbienne totale, ainsi que les populations d’Aeromonas, 
d’Acinetobacter et de Legionella, dénombrées dans les boues activées de la station 
d’épuration de Bioggio tendent à augmenter (graphiques 42, 43 et 44 ; STEP Bioggio + AB).  
Dans les boues activées provenant de Bioggio et servant de contrôle négatif, seule 
l’augmentation de la population d’Acinetobacter est constatée à T12. Les deux autres 
populations bactériennes étudiées, ainsi que la communauté microbienne totale restent 
stables (graphiques 42, 43 et 44 ; STEP Bioggio – AB).  
Ces deux constatations sont valables aussi bien pour les dénombrements directs effectués 
que pour la comparaison en terme de pourcentage des populations étudiées en rapport à la 
communauté microbienne totale.  
 
Une tendance différente est observée pour les dénombrements effectués dans les boues 
activées provenant de la station d’épuration de Airolo. En l’absence des antibiotiques 
ajoutés, les populations d’Aeromonas et d’Acinetobacter dénombrées à T0 et à T12 
augmentent, alors que la population de Legionella et la communauté microbienne totale 
restent stables. Après les 12 heures d’exposition aux concentrations hydriques des trois 
agents antimicrobiens, la population de Legionella tend à diminuer et la population 
microbienne totale à rester stable. Le comportement des populations d’Aeromonas et 
d’Acinetobacter varie entre les deux expériences d’induction de résistances in situ effectuées 
(Airolo 1 et Airolo 2). Au cours de l’expérience 1, par exemple, l’ajout d’antibiotiques 
n’engendre pas de diminution de la population d’Aeromonas, ceci est en revanche le cas 
pour l’expérience 2. De la même manière et suite à l’ajout d’antibiotiques, la population 
d’Acinetobacter reste stable au cours de la première expérience et diminue au cours de la 
deuxième. Cette constatation est valable aussi bien en terme de dénombrement par ml des 
populations considérées, qu’en terme de pourcentage de ces deux populations en rapport à 
la communauté microbienne totale.  
Il est difficile de dire si le comportement différent des Aeromonas et des Acinetobacter soit 
du à une différence du fitness initial des deux populations, à une qualité chimique particulière 
des boues activées ou à l’augmentation significative du phénotype de résistance à la 
ceftriaxone mis en évidence, par exemple, chez les souches d’Aeromonas isolées à T12 au 
cours de la première expérience d’induction de résistances in situ (cf. chapitre 3.8.1).  
 
La station d’épuration de Bioggio récolte et assaini les eaux usées provenant de la ville de 
Lugano, inclus des hôpitaux Civico et Italiano. Comme mentionné dans le sous-chapitre 
3.8.1, la quantification chimique effectuée par le groupe du Prof. Dr. Sacher démontre la 
présence préalable de résidus de ceftriaxone et de ciprofloxacine dans la phase aqueuse et 
la biomasse des boues activées au moment du prélèvement à la station. L’augmentation des 
populations étudiées dans ces boues activées, après l’addition subséquente en laboratoire 
d’antibiotiques, peut ainsi être expliquée par la sensibilité moins grande de cette 
communauté microbienne déjà préparée à faire face à la pression de sélection exercée par 
la présence des résidus antimicrobiens dans ce milieu.  
 
La situation régnant dans les boues activées de la station d’épuration de Airolo est différente. 
Cette dernière collecte les eaux souillées d’une région de montagne dépourvue d’hôpitaux, 
laissant présupposer une présence moindre de résidus antibactériens dans cet 
environnement. La quantification chimique des résidus de ceftriaxone, de ciprofloxacine et 
d’érythromycine confirme, en effet, l’absence ou, du moins, la présence de ces substances 
uniquement à des concentrations en dessous du seuil de détection. La légère diminution des 
populations d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella (Airolo 2), constatée entre T0 et 
T12, pourrait être la cause de l’ajout des trois inducteurs antimicrobiens dans le bio réacteur. 
Ainsi, des bactéries vivant dans un environnement dépourvu d’antibiotiques détectables, 
comme cela est le cas pour les boues activées de la station d’épuration de Airolo, pourraient 
déjà être affectées par la présence de faibles concentrations d’antibiotiques.  
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3.8.4 Caractérisation qualitative de l’induction de résistances in situ 
(DGGE) 
L’effet de l’addition de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine sur les divers 
groupes microbiens caractérisant la communauté bactérienne totale présente dans les 
boues activées a été investiguée qualitativement par la DGGE ou électrophorèse sur gel en 
gradient de dénaturation. 
 
 
Figure 17 :  Analyse qualitative par DGGE de la communauté microbienne totale présente 
dans les boues activées des stations d’épuration de Airolo et de Bioggio, avant 
et après l’addition de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine dans le 
bio réacteur. 
 
 
 
- AB   :   témoin négatif (sans ajout d’antibiotiques) ; + AB : essais d’induction (addition d’antibiotiques) 
T0    :  profil moléculaire de la communauté microbienne avant l’ajout de ceftriaxone, de ciprofloxacine et 
d’érythromycine 
T12   :  profil moléculaire de la communauté microbienne après 12 heures d’exposition à la ceftriaxone, la 
ciprofloxacine et à l’érythromycine 
 
 
Les différentes bandes visibles après analyse par électrophorèse sur gel en gradient de 
dénaturation montrent, tout d’abord, la présence de différentes communautés microbiennes 
dans les boues activées des deux stations d’épuration.  
 
Même si l’intensité de certaines bandes semblent diminuer après 12 heures d’exposition au 
mélange des trois agents antimicrobiens, les différentes populations caractérisant les boues 
activées des stations d’épuration de Bioggio et de Airolo et mises en évidence par cette 
technique, ne semblent, cependant, pas affectées par l’addition des antibiotiques dans le bio 
réacteur (figure 17).  
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4. CONCLUSIONS GÉNÉRALES ET 
PERSPSETCTIVES 
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4. CONCLUSIONS GENERALES ET 
PERSPECTIVES 
 
 
 
L’objectif de ce travail de recherche a été d’évaluer le rôle des résidus d’antibiotiques dans 
l’environnement hydrique sur la sélection et la diffusion de bactéries résistantes. Les 
souches des genres Aeromonas, Acinetobacter et Legionella isolées des divers milieux 
hydriques analysés ont servi de support pour estimer si l’émergence et la persistance de 
bactéries résistantes dans l’environnement hydrique sont dues à la contamination par de 
faibles concentrations d’antibiotiques, à une sélection non imputable à la présence 
d’antibiotiques ou simplement à la stabilité des gènes de résistance et des éléments de 
transferts génétiques.  
 
Afin d’apporter des éléments de réponse et par l’utilisation de techniques empruntées à la 
microbiologie classique et moléculaire, 6 points principaux de recherche ont été posés et 
étudiés, à savoir : 
 
 
• La caractérisation phénotypique de la résistance à 12 antibiotiques de souches 
isolées des divers milieux hydriques. 
• La corrélation entre concentrations d’antibiotiques mesurées dans les eaux usées 
des hôpitaux et la sensibilité des souches d’Aeromonas et d’Acinetobacter isolées. 
• L’induction de résistances in vitro. 
• La stabilité de la résistance induite. 
• La caractérisation génétique de la résistance par la recherche des intégrons de 
classe 1. 
• L’induction de résistances in situ. 
 
 
 
 
4.1 Caractérisation phénotypique de la résistance 
 
Les membres des genres Aeromonas et Acinetobacter, ubiquitaires dans tous les milieux 
aquatiques, se sont révélés être de bons représentants pour l’étude du rôle joué par les 
résidus d’antibiotiques dans la diffusion de souches sensibles, intermédiaires et résistantes 
dans les divers environnements hydriques analysés. En revanche, bien que la présence des 
Légionelles dans les échantillonnages ait été démontrée par hybridation in situ, ces bactéries 
restent trop difficilement isolables des milieux hydriques fortement contaminés pour 
permettre une étude systématique de l’évaluation phénotypique de la résistance.  
 
La diffusion des phénotypes de résistance parmi les Aeromonas et les Acinetobacter 
démontre la présence importante de souches résistantes dans les eaux usées des hôpitaux, 
ainsi que dans les stations d’épuration.  
Le degré de résistance mis en évidence dans ces deux milieux peut être corrélé à la 
concentration d’antibiotiques mesurée dans ces mêmes environnements aquatiques. En 
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effet, plus la concentration d’antibiotiques mesurée s’est avérée élevée, plus le profil 
phénotypique des souches isolées tend vers la résistance.  
 
Les eaux usées des hôpitaux, où la contamination par de faibles concentrations hydriques 
d’antibiotiques a été démontrée, semblent être un environnement propice à la sélection de 
bactéries résistantes ou intermédiaires, ceci du moins lorsque sont considérés les bactéries 
du genre Aeromonas. En effet, les souches environnementales d’Aeromonas isolées 
s’avèrent être plus résistantes aux 4 générations de céphalosporines testées, ainsi qu’à 
l’acide nalidixique et à la ciprofloxacine que les souches cliniques provenant de patients 
infectés. Il semblerait ainsi, que le lieu de sélection des souches résistantes et / ou 
intermédiaires pour les bactéries du genre Aeromonas soit d’avantage l’environnement 
hydrique plutôt que le milieu hospitalier.  
Le contraire semble en revanche être le cas pour les Acinetobacter. En effet, le pourcentage 
de souches appartenant à ce genre bactérien résistantes aux céphalosporines des 4 
générations testées est plus élevé chez les isolats cliniques, qu’environnementaux, faisant 
songer à une sélection intervenant majoritairement en milieu hospitalier. Cette dernière 
remarque pourrait apporter des éléments de réponse au nombre croissant d’infections 
nosocomiales dues aux souches de ce genre bactérien. 
 
La station d’épuration du sud du Tessin récoltant entre autre les eaux usées des hôpitaux 
considérés comporte, en comparaison à la station du nord du Tessin récoltant les eaux à 
assainir de la région montagneuse dépourvue d’hôpitaux, un pourcentage plus élevé de 
souches d’Aeromonas et d’Acinetobacter phénotypiquement résistantes. De même, 
d’avantage de souches résistantes ou intermédiaires aux antibiotiques sont isolables des 
cours d’eau en aval des deux stations d’épuration considérées qu’en amont. 
Il apparaît alors évident, que les eaux usées des hôpitaux représentent, non seulement une 
source importante de dissémination de bactéries résistantes d’origine clinique vers les 
milieux hydriques, mais également un environnement propice à la sélection de bactéries 
résistantes d’origine environnementale. De même, les stations d’épuration, en concentrant 
les eaux souillées à assainir provenant de diverses origines, jouent le rôle d’intermédiaire 
dans l’apport de souches phénotypiquement plus résistantes vers l’environnement 
aquatique. 
 
La résistance à l’érythromycine, mise en évidence pour les souches appartenant à l’espèce 
Legionella pneumophila, est corrélée de façon significative au type moléculaire spécifique 
SBT 1,4,3 et non à l’origine clinique ou environnementale des souches analysées.  
 
 
 
 
4.2 Corrélation entre concentrations de Ciprofloxacine dans 
les eaux usées des hôpitaux et sensibilité des souches 
d’Aeromonas et d’Acinetobacter isolées 
 
Parmi les milieux hydriques analysés, les eaux usées des hôpitaux présentent les 
concentrations résiduelles d’antibiotiques les plus élevées. Dans les autres environnements 
aquatiques, par effet de dilution d’une part, et suite à la dégradation chimique des 
antibiotiques d’autre part, les concentrations des ces substances sont minimes ou passent 
en dessous du seuil de détection. 
Dans les eaux usées des hôpitaux, une corrélation positive entre concentrations 
d’antibiotiques et pourcentage de souches d’Aeromonas et d’Acinetobacter résistantes a pu 
être mise en évidence. Les résidus d’antibiotiques détectables dans ce milieu sembleraient 
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favoriser la persistance et la sélection de sous populations bactériennes résistantes aux 
faibles concentrations hydriques d’antibiotiques présentes. Ainsi, les rejets hospitaliers 
contribueraient, de façon non négligeable, à la sélection et à la dissémination de ces 
souches dans l’environnement. 
 
 
 
 
4.3 Induction de résistances in vitro  
 
Les concentrations environnementales d’antibiotiques (ceftriaxone, ciprofloxacine et 
érythromycine) pouvant être mesurées dans les eaux usées des hôpitaux ont démontré 
posséder une capacité d’agir in vitro sur les souches d’Aeromonas et d’Acinetobacter. En 
dépendance de leur origine clinique ou environnementale, l’exposition à ces faibles 
concentrations d’inducteurs peuvent, soit influencer négativement la croissance des souches 
exposées, sans modification apparente du profil de résistance, soit affecter la croissance de 
la souche en sélectionnant des sous populations légèrement moins sensibles que la souche 
témoin, soit encore induire l’émergence de nouvelles résistances. Les nouvelles résistances 
induites ou sélectionnées peuvent concerner, aussi bien les antibiotiques ayant servi à 
l’induction, que des antibiotiques appartenant à la même ou à d’autres familles chimiques 
que l’inducteur utilisé.  
 
De manière générale et en comparaison à l’exposition à un unique antibiotique, l’exposition 
in vitro au mélange des trois inducteurs antimicrobiens, affecte de façon plus marquée les 
souches testées. Dans ces conditions de culture, les souches exposées développent des 
phénotypes moins sensibles face à un spectre plus large d’antibiotiques. Les pressions 
concomitantes multiples de sélection favorisent d’avantage l’émergence de souches 
capables de survivre aux conditions adverses du milieu. 
 
In vitro et par rapport aux Aeromonas, les souches cliniques et environnementales 
d’Acinetobacter démontrent une capacité majeure de croître à des concentrations élevées 
d’antibiotiques. Les concentrations croissantes d’antibiotiques, sans réellement engendrer de 
grandes modifications du profil de résistance des souches exposées, sélectionnent, étape 
par étape, une sous population phénotypiquement moins sensible et qui conserve sa 
capacité de former des colonies viables in vitro. Cette tendance est d’autant plus marquée 
chez la souche d’origine clinique. 
Cette grande capacité d’adaptation progressive des Acinetobacter, notamment de la souche 
d’origine clinique, pourrait expliquer, en partie, la persistance des membres de ce genre 
bactérien en milieu hospitalier, ainsi que leur importance en tant qu’agents responsables 
d’infections nosocomiales.  
 
Cette capacité d’adaptation progressive à la présence d’antibiotiques se retrouvent plus 
faiblement chez les Aeromonas d’origine environnementale et apparaît être totalement 
absente chez la souche d’origine clinique. Cette dernière étant soit totalement inhibée par les 
résidus hydriques d’antibiotiques, soit développe un mécanisme net de résistance. 
 
Pour les Legionella, l’exposition à des concentrations hydriques d’érythromycine n’affecte en 
rien leur profil de résistance. L’exposition à des concentrations élevées de cet inducteur a 
permis d’obtenir trois phénotypes de résistance aux macrolides qui ont pu être identifiés à un 
niveau moléculaire. 
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4.4 Stabilité de la résistance induite 
 
Les nouveaux profils de résistance obtenus suite aux diverses expériences d’induction in 
vitro sont stables et perdurent dans le temps. Il est ainsi concevable que les concentrations 
sub-inhibitrices d’antibiotiques déversées dans l’environnement hydrique ont le pouvoir de 
sélectionner des sous populations qui sans être réellement résistantes, évoluent vers le 
résistance, suite à des étapes progressives d’adaptation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5 Caractérisation génétique de la résistance 
 
Nombreuses souches, aussi bien du genre Aeromonas que d’Acinetobacter s’avèrent 
contenir des intégrons de classe 1 contenant plus d’un gène cassette.  
 
La fréquence des intégrons de classe 1 obtenue pour les isolats d’Aeromonas et 
d’Acinetobacter testés est comparable au pourcentage des phénotypes de résistance mis en 
évidence dans les mêmes milieux hydriques analysés. Ainsi, la diffusion de souches 
hébergeant ces déterminants génétiques de résistance est plus importante dans les eaux 
usées des hôpitaux et dans les stations d’épuration. 
Il est probable que dans ces environnements fortement contaminés, où des résidus 
d’antibiotiques ont pu être détectés, une partie des phénotypes de résistance déterminés par 
les tests d’antibiose soit due à la présence des intégrons. Cependant, d’autres mécanismes 
ou gènes peuvent être impliqués ou être à l’origine de ces phénotypes de résistance. Ceci 
est par exemple la cas pour les souches d’Aeromonas provenant des eaux usées de l’hôpital 
Italiano, lieux où 93.7 % des Aeromonas phénotypiquement résistants analysés ne 
possèdent pas d’intégrons de classe 1.  
 
La présence de souches hébergeant des intégrons de classe 1 dans les fleuves et les lacs, 
lieux où la pression de sélection pouvant être exercée par les résidus hydriques 
d’antibiotiques s’amoindrie, pourrait indiquer la stabilité de cette acquisition génétique. La 
présence dans ces mêmes milieux d’intégrons de classe 1 vides pourrait être due à la perte 
des déterminants de résistance en l’absence de la pression de sélection exercée par les 
antibiotiques. 
Enfin, la présence d’Aeromonas hébergeant des intégrons vides, ainsi que de souches 
contenant un ou plusieurs gènes cassettes, dans le lac alpin, non contaminé, souligne la 
capacité évolutive et la prédisposition génétique des bactéries à s’adapter. 
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4.6 Induction de résistances in situ 
 
La présence de résidus d’antibiotiques dans des environnements hydriques comme les eaux 
usées des stations d’épuration a été reportée dans la littérature (Giger et al., 2003). Au cours 
de ce travail, la quantification de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine effectuée 
par le groupe du Prof. Dr. Sacher montre, en accord avec l’origine et la provenance des eaux 
souillées récoltées, une détectabilité plus élevée de ces substances dans les boues activées 
provenant de la station d’épuration de Bioggio que dans celles en provenance de Airolo.  
 
Les expériences d’induction de résistances in situ effectuées dans le bio réacteur montrent 
que dans certains cas, la présence de concentrations hydriques d’antibiotiques peut 
favoriser, à la fois la sélection significative de souches d’Aeromonas présentant un 
phénotype accru de résistance, ainsi que des Aeromonas hébergeant dans leur génome des 
intégrons de classe 1. 
 
Les environnements hydriques comme les eaux souillées à l’entrée des stations d’épuration 
ou encore les boues activées de la phase biologique des stations d’épuration peuvent 
contenir un ensemble de substances chimiques toxiques (résidus d’antibiotiques, résidus 
d’autres substances pharmaceutiques, métaux lourds, huiles usagées, etc…), ainsi qu’un 
ensemble de conditions adverses de survie. Les pressions multiples de sélection pouvant, 
ainsi, s’exercer dans cet environnement pourraient favoriser l’émergence, le développement 
et la dissémination de populations bactériennes phénotypiquement et / ou génétiquement 
moins sensibles ou mieux préparées au développement d’une résistance ultérieure. De plus, 
la présence d’une grande et nombreuse diversité microbienne dans les boues activées 
pourrait faciliter l’échange de déterminants génétiques de résistance entres les différentes 
bactéries (Szczepanowski et al., 2004 ; De Gelder et al., 2005). 
 
 
 
 
4.7 Conclusions et Perspectives 
 
L’hypothèse fréquemment proposée pour expliquer l’origine et l’évolution des mécanismes 
de résistance aux antibiotiques est la dissémination et l’évolution génétique des gènes 
impliqués dans la résistance des bactéries productrices de substances antimicrobiennes. 
L’évolution génétique de ces gènes, impliqués dans la biogenèse des antibiotiques et la 
prévention de l’auto inhibition, fait intervenir, par exemple, des échanges de déterminants de 
résistance entre bactéries, des modifications dans la séquence de l’ADN ou encore des 
duplications de gènes permettant l’évolution de nouvelles fonctions d’élimination ou de 
détoxification des antibiotiques (Baquero et al., 1998). Diverses forces de sélection 
intervenant dans différents compartiments peuvent contribuer à l’évolution et à la 
dissémination de résistances aux antibiotiques, parmi elles, la sélection de résistances par 
l’utilisation clinique et ambulatoire massive d’antibiotiques et les thérapies faisant usage de 
plusieurs antibiotiques simultanément, sont bien connues.  
Les cliniciens, préoccupés par les bactéries résistantes, mais convaincus que le dosage 
standard des antibiotiques, ainsi que la réponse immunologique du patient suffisent à 
l’extinction des éventuelles sous populations moins sensibles, ignorent trop souvent 
l’émergence clinique des phénotypes de faibles résistances (Baquero, 2001) et se soucient 
bien peu de l’effet de la persistance des antibiotiques dans l’environnement hydrique. 
Pourtant cette adaptation phénotypique et génotypique progressive de faibles niveaux de 
résistances ou diminutions progressives de la sensibilité pourrait servir d’étape évolutive vers 
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le développement de degrés plus élevés de résistances et constituer une véritable voie 
d’entrée à la résistance.  
 
Ainsi et malgré les risques potentiels de l’utilisation massive d’antibiotiques et les échecs 
croissants de l’antibiothérapie en milieu clinique et ambulatoire, peu d’études sur les risques 
liés à la présence de faibles concentrations d’antibiotiques dans l’eau sont disponibles. Cette 
étude a permis d’apporter des éléments de réponse pratique à cette interrogation et de 
démontrer le rôle non négligeable de ces substances chimiques d’origine anthropogénique 
sur la sélection, la dissémination et la persistance de populations bactériennes résistantes 
dans l’environnement aquatique. 
 
Cette étude a permis de montrer que l’interaction entre agents chimio thérapeutiques 
anthropogéniques et populations bactériennes, qui s’exerce dans l’environnement aquatique, 
de façon progressive et à des concentrations sub-inhibitrices, contribue à une légère 
augmentation de l’habilité des bactéries à résister à l’effet antimicrobien de ces substances, 
ainsi qu’à la sélection de variants plus résistants aux faibles concentrations d’antibiotiques.  
Cette étude montre encore que l’exposition progressive à de faibles concentrations 
hydriques d’antibiotiques peut produire un stress substantiel dans les populations 
bactériennes d’origine clinique et environnementale, pouvant engendrer des réponses 
génétiques adaptatives variées. La stabilité in vitro de ces faibles résistances induites font 
penser à un coût énergétique tolérable pour les bactéries induites et donc au maintient des 
nouvelles caractéristiques acquises.  
 
En conclusion, les résidus d’antibiotiques présents dans l’environnement hydrique 
contribuent fortement au maintient, à l’émergence et la dissémination de populations 
bactériennes présentant un faible niveau de résistances et prêtes à évoluer vers la 
résistance. Les résistances phénotypiques aux concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques 
induites dans les eaux usées des hôpitaux, ainsi que dans les boues activées des stations 
d’épuration peuvent être stables dans le temps. De plus, la pression de sélection qui 
s’exerce dans les environnements aquatiques les plus fortement contaminés peut également 
sélectionner, au détriment des autres, les bactéries hébergeant dans leur génome des 
déterminants génétiques de résistances.  
En l’absence de la pression de sélection exercée par les résidus hydriques d’antibiotiques un 
pourcentage faible de souches hébergeant des intégrons de classe 1 contenant des gènes 
cassettes ou des intégrons vides reste détectable dans l’environnement hydrique. La 
capacité génétique évolutive des bactéries peut être, de ce fait, maintenue en l’absence de 
l’inducteur. 
 
La pression de sélection exercée par les résidus d’antibiotiques présents dans les divers 
environnements hydriques représente, ainsi, un vrai portail d’entrée non seulement à la 
résistance progressive de souche environnementale, mais également à la résistance 
clinique.  
Un traitement adéquat des eaux usées rejetées par les hôpitaux permettant, à la fois, la 
détérioration chimique des résidus d’antibiotiques actifs et autres substances 
pharmacologiques, ainsi que l’élimination du plus grand nombre de bactéries présentes dans 
ces milieux, pourraient représenter une mesure utile et préventive, non seulement pour 
contenir les échec thérapeutiques et les coûts de la santé, mais également pour la 
préservation de notre environnement aquatique.  
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Figure 1 :    Emergence de bactéries résistantes. Source : Cohen ML (1992). 
 
Figure 2 :    Anneau bêta-lactame. Source : Duval et Soussy, 1990. 
 
Figure 3 :    Structure chimique de la pénicilline, de l’ampicilline et de l’amoxicilline.  
  Source : Duval et Soussy, 1990. 
 
Figure 4 :  Acide 7-aminocéphalosporanique, noyau de base des céphalosporines et ses 
deux principales possibilités de modifications : R1 affecte le spectre 
antibactérien, R2 les propriétés pharmacologiques. Source : Duval et Soussy, 
1990. 
 
Figure 5 :    Structure chimique des carbapénèmes. Source : Duval et Soussy, 1990. 
 
Figure 6 : Structure chimique de l’acide nalidixique, de la ciprofloxacine et de la 
norfloxacine. Source : Duval et Soussy, 1990. 
 
Figure 7 :    Structure chimique des macrolides. Cercle rouge : groupe lactone.  
Source : Duval et Soussy, 1990. 
 
Figure 8 : Structure générale des intégrons de classe 1. Le carré bleu représente une 
cassette intégrée. 
Source : Lévesque et al., 1995. 
 
Figure 9 :    Schéma général de l’arrangement d’un intégron de classe 1. 
Source : Lévesque et al., 1995. 
 
Figure 10 :  Points des prélèvements hydriques effectués au Tessin. 
 
Figure 11 : Equations pour le calcule du Facteur F et pour le nombre de bactéries par 
millilitre présentes dans l’échantillon analysé. 
 
Figure 12 : Pourcentages d’Aeromonas isolés des divers environnements hydriques pourvus 
d’intégrons (INT) de classe 1 : graphique et tableau. 
* : eaux usées des hôpitaux ; STEP : station d’épuration ; av : avant ; ap : après. 
 
Figure 13 : Pourcentages d’Acinetobacter isolés des divers environnements hydriques 
pourvus d’intégrons (INT) de classe 1 : graphique et tableau. 
* : eaux usées des hôpitaux ; STEP : station d’épuration ; av : avant ; ap : après. 
 
Figure 14:  Position des différentes substitutions nucléotidiques sur le 23S ARNr conférant 
la résistance aux macrolides. Source: Vester et al., 2001. 
 
Figure 15  : Substitution ponctuelle d’une guanine par une adénine en position 2057 chez la 
souche environnementale de Legionella pneumophila serogroupe 1 exposée in 
vitro à l’érythromycine.  
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Figure 16 :  Diamètres (mm) des zones d’inhibition de croissance (ZI) pour la ceftriaxone, la 
ciprofloxacine et l’érythromycine d’Aeromonas et d’Acinetobacter isolés des 
boues activées remplissant le bio réacteur (à T0 et à T12). 
 
Figure 17 :  Analyse qualitative par DGGE de la communauté microbienne totale présente 
dans les boues activées des stations d’épuration de Airolo et de Bioggio, avant 
et après l’addition de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine dans le 
bio réacteur. 
 
 
 
 
6.2 Graphiques 
Graphique 1 :     Consommation d’antibiotiques en Suisse, par canton : définie en nombre 
de doses journalières pour 1000 habitants et par jour pour l’année 2002. 
Source : Filippini et al., (2006). 
 
Graphique 2 : Pourcentages d’Aeromonas d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la céfazoline. 
 
Graphique 3 : Pourcentages d’Aeromonas d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la céfuroxime.  
 
Graphique 4 :  Pourcentages d’Aeromonas isolés des réservoirs A et B de l’hôpital 
Universitaire de Zurich résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles (S) à 
la céfuroxime. 
 
Graphique 5 : Pourcentages d’Aeromonas d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la ceftriaxone.  
 
Graphique 6 :  Pourcentages d’Aeromonas isolés des réservoirs A et B de l’hôpital 
Universitaire de Zurich résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles (S) à 
la ceftriaxone. 
 
Graphique 7 :    Pourcentages d’Aeromonas isolés des eaux usées de l’hôpital Civico, avant 
(av) et après (ap) le traitement au chlore (Cl) résistants (R), intermédiaires 
(I) et sensibles (S) à la ceftriaxone.  
 
Graphique 8 : Pourcentages d’Aeromonas d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la céfépime.  
 
Graphique 9 :  Pourcentages d’Aeromonas isolés des réservoirs A et B de l’hôpital 
Universitaire de Zurich résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles (S) à 
la céfépime. 
 
Graphique 10 :  Pourcentages d’Aeromonas isolés de l’hôpital Civico, avant (av) et après 
(ap) le traitement au chlore (Cl)résistants (R), intermédiaires (I) et 
sensibles (S) à la céfépime.  
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Graphique 11 : Pourcentages d’Aeromonas d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à l’imipenem.  
 
Graphique 12 : Pourcentages d’Aeromonas d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à l’acide nalidixique. 
 
Graphique 13 : Pourcentages d’Aeromonas d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la ciprofloxacine. 
 
Graphique 14 :      Pourcentages d’Aeromonas isolés des divers environnements hydriques 
résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles (S) à la norfloxacine. 
 
Graphiques 15 :  Pourcentages d’Aeromonas isolés des réservoirs A et B de l’hôpital 
Universitaire de Zurich résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles (S) 
à la ciprofloxacine et à la norfloxacine. 
 
Graphiques 16 :    Pourcentages d’Aeromonas isolés de l’hôpital Civico, avant (av) et après 
(ap) le traitement au chlore (Cl) résistants (R), intermédiaires (I) et 
sensibles (S) à la ciprofloxacine et à la norfloxacine.  
 
Graphiques 17 :  Diamètres (mm) des zones d’inhibition de croissance (ZI) à l’érythromycine 
et à la clarithromycine d’Aeromonas isolés des divers environnements 
hydriques. 
 
Graphiques 18 :  Diamètres (mm) des zones d’inhibition de croissance (ZI) à l’ampicilline et 
à la pénicilline d’Acinetobacter isolés des divers environnements 
hydriques. 
 
Graphiques 19 :  Diamètres (mm) des zones d’inhibition de croissance (ZI) à la céfazoline, 
la céfuroxime, la ceftriaxone et la céfépime d’Acinetobacter isolés des 
divers environnements hydriques. 
 
Graphique 20 : Pourcentages d’Acinetobacter d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la ceftriaxone. 
 
Graphique 21 : Pourcentages d’Acinetobacter d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la céfépime. 
 
Graphique 22 :   Pourcentages d’Acinetobacter isolés des divers environnements hydriques 
résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles (S) à l’imipenem. 
 
Graphique 23 : Diamètres (mm) des zones d’inhibition de croissance (ZI) à l’acide 
nalidixique d’Acinetobacter isolés des divers environnements hydriques. 
 
Graphique 24 : Pourcentages d’Acinetobacter d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la ciprofloxacine. 
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Graphique 25 : Pourcentages d’Acinetobacter d’origine clinique et isolés des divers 
environnements hydriques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles 
(S) à la norfloxacine. 
 
Graphiques 26 :  Diamètres (mm) des zones d’inhibition de croissance (ZI) à l’érythromycine 
et à la clarithromycine d’Acinetobacter isolés des divers environnements 
hydriques. 
 
Graphique 27 : Valeurs des CMI pour l’érythromycine de souches de Legionella 
pneumophila serogroupe 1 d’origine clinique et environnementale.  
 
Graphique 28 :   Valeurs des CMI de souches de Legionella appartenant au génotype SBT 
1, 4, 3 et aux autres génotypes.  
 
Graphiques 29 : Corrélation entre concentrations de ciprofloxacine mesurées dans les eaux 
usées des hôpitaux Civico et Universitaire de Zurich et le pattern de 
sensibilité des souches d’Aeromonas et d’Acinetobacter isolées. 
 
Graphique 30 :  Croissance de la souche environnementale d’Aeromonas en fonction des 
concentrations de ciprofloxacine (CIP) (mesure par spectrophotomètre). 
 
Graphique 31 : Croissance de la souche environnementale et clinique d’Aeromonas en 
fonction des concentrations de ciprofloxacine (CIP) (mesure par 
spectrophotomètre). 
 
Graphique 32 :  Croissance de la souche environnementale d’Acinetobacter en fonction des 
concentrations de ceftriaxone (CRO) (mesure par spectrophotomètre). 
 
Graphique 33 :  Croissance de la souche environnementale et clinique d’Acinetobacter en 
fonction des concentrations de ceftriaxone (CRO) (mesure par 
spectrophotomètre). 
 
Graphique 34 :  Croissance de la souche environnementale d’Aeromonas en fonction des 
concentrations de ceftriaxone (CRO), de ciprofloxacine (CIP) et 
d’érythromycine (E) (mesure par spectrophotomètre). 
 
Graphique 35 :  Croissance de la souche environnementale et clinique d’Aeromonas en 
fonction des concentrations de ceftriaxone (CRO), de ciprofloxacine (CIP) 
et d’érythromycine (E) (mesure par spectrophotomètre). 
 
Graphique 36 :   Croissance de la souche environnementale d’Acinetobacter en fonction 
des concentrations de ceftriaxone (CRO), de ciprofloxacine (CIP) et 
d’érythromycine (E) (mesure par spectrophotomètre). 
 
Graphique 37  :  Croissance de la souche environnementale et clinique d’Acinetobacter en 
fonction des concentrations de ceftriaxone (CRO), de ciprofloxacine (CIP) 
et d’érythromycine (E) (mesure par spectrophotomètre). 
 
Graphique 38  :  Diminution des concentrations de norfloxacine et de ciprofloxacine des 
eaux usées des hôpitaux aux eaux de rivières.  
Source : Giger et al., 2003. 
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Graphique 39  : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) pour la ceftriaxone des 
Aeromonas isolés à T0 et à T12, des boues activées de la STEP de 
Airolo (bio réacteur, Airolo, exp 1).  
p=facteur de significativité. 
 
Graphique 40  :   Pourcentages d’Aeromonas isolés des boues activées du bio réacteur 
pourvus d’intégrons (INT) de classe 1. 
 
 
Graphique 41 :     Pourcentages d’Acinetobacter isolés des boues activées du bio réacteur 
pourvus d’intégrons (INT) de classe 1. 
 
Graphique 42 :      Analyse quantitative de la population d’Aeromonas (sonde Aer 66) et de 
la communauté microbienne totale (DAPI) dénombrées avant et après 
l’addition de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine dans le bio 
réacteur. 
 
Graphique 43 :     Analyse quantitative de la population d’Acinetobacter (sonde AC Anew) et 
de la communauté microbienne totale (DAPI) dénombrées avant et 
après l’addition de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine 
dans le bio réacteur. 
 
Graphique 44 :   Analyse quantitative de la population de Legionella (Leg 434) et de la 
communauté microbienne totale (DAPI) dénombrées avant et après 
l’addition de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine dans le bio 
réacteur. 
 
 
 
6.3 Tableaux 
Tableau 1 : Quantités de principes actifs contenus dans les médicaments vétérinaires 
distribués en Suisse en 2004 par les grossistes détaillants. 
Source : Swissmedic, Institut suisse des produits thérapeutiques. 
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Tableau 9 : Dilutions sériées inoculées et volumes filtrés pour les divers lieux 
d’échantillonnage. 
 
Tableau 10 :    Protocole d’analyse pour la recherche des Legionella à partir des eaux usées 
hospitalières. 
 
Tableau 11  : Protocole d’analyse pour la recherche des Legionella à partir des boues 
activées des stations d’épuration : analyse directe, traitement thermique et 
traitement acide.  
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Tableau 16 : Sondes oligonucléotidiques utilisées pour les trois genres bactériens 
considérés. 
 
Tableau 17 :      Souches d’Acinetobacter positives pour la sonde ACA. 
Source : Wagner et al., 1994. 
 
Tableau 18 :      Souches de Legionella hybridant avec les sondes ACA et ACAnew. 
 
Tableau 19 :    Concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine utilisées 
pour les essais d’induction de résistances in vitro par exposition au mélange 
d’antibiotiques. 
 
Tableau 20  :    Valeurs des CMI (en référence aux normes CLSI). 
 
Tableau 21 : Expériences d’induction de résistances in situ : prélèvements effectués dans 
les stations d’épuration (STEP) de Airolo et de Bioggio. 
 
Tableau 22 :    Séquences, positions et références des amorces oligonucléotidiques 5’-CS 
et 3’-CS utilisées pour le criblage par PCR des intégrons de classe 1. 
 
Tableau 23 :   Souches d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella isolées des eaux 
usées des hôpitaux Civico, Italiano et Universitaire de Zurich. 
 
Tableau 24 :   Souches d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella isolées des boues 
activées des stations d’épuration de Airolo et de Bioggio. 
 
Tableau 25 : Souches d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella isolées de 
l’environnement hydrique.  
 
Tableau 26 :    Souches d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella isolées du réseau 
d’eau potable. 
 
Tableau 27 :       Dénombrements effectués dans les eaux usées des hôpitaux. 
 
Tableau 28 :       Dénombrements effectués dans les divers environnements hydriques. 
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Tableau 29 :      Dénombrements effectués dans les boues activées des stations d’épuration 
(phase biologique du traitement de l’eau usée). 
 
Tableau 30 :      Dénombrements effectués dans l’eau potable. 
 
Tableau 31 :   Pourcentages d’Aeromonas environnementaux et cliniques résistants (R), 
intermédiaires (I) et sensibles (S) à l’ampicilline (AM) et à la pénicilline (P). 
 
Tableau 32 : Concentrations (µg/l) de ciprofloxacine (CIP), norfloxacine (NOR), 
érythromycine (E) et de clarithromycine (CLR) mesurées dans les eaux 
usées des hôpitaux Civico, Italiano et Universitaire de Zurich (ZH). 
 
Tableau 33 :  Concentrations (µg/l) d’érythromycine (E) et de clarithromycine (CLR) 
mesurées dans le fleuve Ticino et dans les eaux entrant et sortant de la 
station d’épuration de Airolo. 
 
Tableau 34 :       Profil phénotypique de résistance de la souche environnementale parentale 
d’Aeromonas. 
 
Tableau 35 :     Antibiogramme et E-test de la souche environnementale d’Aeromonas après 
exposition aux diverses concentrations de ciprofloxacine. 
 
Tableau 36 : Profil phénotypique de résistance de la souche clinique parentale 
d’Aeromonas. 
 
Tableau 37 :   UFC/ml et CMI de la souche clinique d’Aeromonas après exposition aux 
diverses concentrations de ciprofloxacine. 
 
Tableau 38 :     Profil phénotypique de résistance de la souche environnementale parentale 
d’Acinetobacter. 
 
Tableau 39 : UFC/ml et CMI de la souche environnementale d’Acinetobacter après 
exposition aux diverses concentrations de ceftriaxone. 
 
Tableau 40 : Profil phénotypique de résistance de la souche clinique parentale 
d’Acinetobacter. 
 
Tableau 41 :    UFC/ml et CMI de la souche clinique d’Acinetobacter après exposition aux 
diverses concentrations de ceftriaxone. 
 
Tableau 42 :     Profil phénotypique de résistance de la souche clinique après exposition aux 
diverses concentrations de ceftriaxone. 
 
Tableau 43 :   UFC/ml et CMI de la souche environnementale de Legionella pneumophila 
serogroupe 1 exposée aux diverses concentrations d’érythromycine. 
 
Tableau 44 :  E-Test et antibiogramme de la souche environnementale de Legionella 
pneumophila serogroupe 1 après exposition aux diverses concentrations 
d’érythromycine. 
 
Tableau 45 :  Souche clinique de Legionella pneumophila serogroupe 1 exposée aux 
diverses concentrations d’érythromycine. 
 
Tableau 46 :    Concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine utilisées 
pour les différents essais d’induction de résistances in vitro. 
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Tableau 47 :  UFC/ml et E-Tests de la souche environnementale d’Aeromonas après 
exposition aux diverses concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et 
d’érythromycine. 
 
Tableau 48 :  Profil phénotypique de résistance de la souche environnementale 
d’Aeromonas après exposition aux diverses concentrations de ceftriaxone, 
de ciprofloxacine et d’érythromycine. 
 
Tableau 49  :   UFC/ml et E-Tests de la souche clinique d’Aeromonas après exposition aux 
diverses concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine. 
 
Tableau 50 :    Profil phénotypique de résistance de la souche clinique d’Aeromonas après 
exposition aux diverses concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et 
d’érythromycine. 
 
Tableau 51 :    Profil phénotypique de résistance à 11 nouveaux antibiotiques de la souche 
clinique parentale d’Aeromonas et de deux colonies induites (après 
exposition à 7 µg/l de ceftriaxone, 7 µg/l de ciprofloxacine et 0.4 µg/l 
d’érythromycine). 
 
Tableau 52 :     CMI pour les associations CT/CTL, TZ/TZL et PM/PML. 
 
Tableau 53 :   CMI pour l’imipenem et le meropenem des colonies cliniques d’Aeromonas 
induites. 
 
Tableau 54 :   UFC/ml et E-Tests de la souche environnementale d’Acinetobacter après 
exposition aux diverses concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et 
d’érythromycine. 
 
Tableau 55 : Profil phénotypique de résistance de la souche environnementale 
d’Acinetobacter après exposition aux diverses concentrations de 
ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine. 
 
Tableau 56 :   UFC/ml et E-Tests de la souche environnementale d’Acinetobacter après 
deux expositions de 24 heures aux diverses concentrations de ceftriaxone, 
de ciprofloxacine et d’érythromycine. 
 
Tableau 57 : Profil phénotypique de résistance de la souche environnementale 
d’Acinetobacter après deux expositions de 24 heures aux diverses 
concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine. 
 
Tableau 58 :    UFC/ml et E-Tests de la souche clinique d’Acinetobacter après exposition 
aux diverses concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et 
d’érythromycine. 
 
Tableau 59  :   Profil phénotypique de résistance de la souche clinique d’Acinetobacter 
après exposition aux diverses concentrations de ceftriaxone, de 
ciprofloxacine et d’érythromycine. 
 
Tableau 60 :    Diamètres (mm) des zones d’inhibition de croissance de souches sauvages 
et induites de Legionella pneumophila serogroupe 1. 
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Tableau 61 : Concentrations de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine dans la 
phase aqueuse et la biomasse des boues activées remplissant le bio réacteur.  
 
Mesures effectuées par le groupe du Prof. Dr. Sacher, DVGW-Technologiezentrum Wasser 
(TZW), Karlsruhe, Allemagne. 
 
 
 
 
6.4 Photos 
Photo 1 :   Colonies jaunes, oranges typiques des bactéries du genre Aeromonas, après 12 
à 24 heures de croissance sur milieu m-Aeromonas selective agar base. 
 
Photo 2 : Milieu Herellea et colonies violettes suspectées pour appartenir au genre 
Acinetobacter. 
 
Photo 3 :    Milieux GVPC ensemencés, avant et après le traitement thermique, avec 100 µl 
d’échantillon provenant des boues activées de la station d’épuration de Airolo. 
 
Photo 4 :  Colonies suspectes repiquées en parallèle sur GVPC et AS. Ces colonies 
peuvent croître en absence de L-cystéine et de fer (croissance sur AS) et ne 
sont donc pas des Legionella. 
 
Photo 5 :     Antibiogramme (milieu MH) : a, Aeromonas isolé des eaux assainies sortant de 
la station d’épuration de Airolo. b, Aeromonas isolé des eaux usées de l’hôpital 
Universitaire de Zurich, Réservoir B. 
 
Photo 6 :   Antibiogramme (milieu BCYE) : souche de Legionella pneumophila serogroupe 1. 
 
Photo 7 :    E-tests : a, Aeromonas isolé des eaux assainies sortant de la station d’épuration 
de Airolo (milieu MH) ; b, Legionella pneumophila serogroupe 1 (milieu GVPC).  
 
Photo 8 :     Expérience d’induction de résistances in vitro. 
 
Photo 9 :     Bio réacteur utilisé pour les expériences d’induction de résistances in situ. 
 
Photo 10 : Antibiogramme de la souche environnementale de Legionella pneumophila 
serogroupe 1, avant et après exposition in vitro à 1000 µg/l d’érythromycine. 
 
Photo 11 :  E-Tests de la souche environnementale de Legionella pneumophila serogroupe 
1, avant et après exposition in vitro à 1000 µg/l d’érythromycine. 
 
Photo 12 :   Antibiogramme de la souche parentale d’Aeromonas veronii bv sobria (Pétri 1) 
et des colonies induites (Pétri 2, 3, et 4).  
Disque de gauche : imipenem ; Disque de droite : imipenem + EDTA. 
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7. ANNEXES 
 
 
7.1 Milieux de culture  
 
 
1. Agar au sang (AS) 
 
 
Columbia Agar (Oxoid) 312 g 
H2O déminéralisée 7600 ml 
Sang de mouton (Mischler) 400 ml 
  
Boîtes de Pétri, diamètre 90 mm  
 
 
Dissoudre sur agitateur magnétique 340 g de Columbia Agar dans 7600 ml d’H2O 
déminéralisée. 
Stériliser à 121°C pendant 15 minutes. 
Refroidir à 40°C et ajouter 400 ml de sang de mouton. 
Verser 20 à 25 ml de milieu par boîte de Pétri.  
Conservation : à 4°C, pendant 3 semaines. 
 
 
 
 
2. BCYE – Legionella Agar sans antibiotiques, milieu de croissance 
 
 
Milieu pour la recherche des Legionella sp.  
 
Legionella Agar Base CYE (Oxoid) 25 g 
H2O déminéralisée 900 ml 
Supplément de croissance BCYE (Oxoid) 2 flacons 
H2O déminéralisée stérile et tiède 2 x 40 ml 
  
Boîtes de Pétri, diamètre 90 mm  
 
 
Dissoudre sur agitateur magnétique 25 g de Legionella Agar Base CYE dans 900 ml d’H2O 
déminéralisée. 
Stériliser à 121°C pendant 13 minutes. 
Refroidir à environ 45–50°C et ajouter aseptiquement le supplément de croissance 
préalablement réhydraté et reconstitué avec 40 ml d’H2O déminéralisée stérile tiède.  
Bien mélanger sur agitateur magnétique et verser 20 à 25 ml du milieu par boîte de Pétri. 
Conservation : à 4°C, pendant 3 semaines. 
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3. GVPC – Legionella Agar avec antibiotiques, milieu sélectif  
 
Milieu sélectif pour la recherche des Legionella sp. 
 
GVPC Agar (BioMérieux)  
Activated charcoal  2 g 
Yeast extract  10.0 g 
Agar 13 g 
ACES Buffer / Potassium hydroxide 1 g 
Ferric pyrophosphate 0.025 g 
L-cysteine HCl 0.04 g 
α - ketoglutarate 0.1 g 
  
  
Glycine (Ammonia free) 1.5 g 
Vancomycin hydrochloride 0.5 mg 
Polymyxin B sulphate 39600 IU 
Cycloheximide 40.0 mg 
  
Boîtes de Pétri, diamètre 90 mm   
 
Dissoudre sur agitateur magnétique 12.5 g de GVPC Agar Base (Oxoid) dans 450 ml d’H2O 
distillée. 
Stériliser à 115°C pendant 13 minutes. 
Refroidir à environ 45–50°C et ajouter aseptiquement le supplément de croissance 
préalablement réhydraté et reconstitué avec 50 ml d’H2O déminéralisée stérile tiède et la 
poudre sélective réhydratée et reconstituée avec 10 ml d’H2O déminéralisée stérile tiède. 
Bien mélanger sur agitateur magnétique et verser 20 à 25 ml du milieu par boîte de Pétri. 
Conservation : à 4°C, pendant 2 semaines.  
 
 
 
4. Herellea Agar 
 
Milieu pour la recherche des Acinetobacter sp.  
 
Bacto Tryptone (BD) 15 g 
Bacto Soytone (Oxoid) 5 g 
Lactose (Merck) 10 g 
Maltose (Merck) 10 g 
Bile Salts no. 3 (Oxoid) 1.25 g 
Brom Cresol Purple (Sigma) 0.02 g 
Sodium Chloride (Fluka) 5 g 
Bacto Agar (Oxoid) 16 g 
H2O déminéralisée 1000 ml 
  
Boîtes de Pétri, diamètre 90 mm  
 
 
Dissoudre le tout sur agitateur magnétique dans 1000 ml d’H2O déminéralisées. Ajuster le 
pH à ± 6.8 à 25°C. 
Stériliser à 121°C pendant 15 minutes. 
Refroidir à environ 45°C et verser 20 à 25 ml du milieu par boîte de Pétri. 
Conservation : à 4°C, pendant 3 semaines. 
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5. Leeds Acinetobacter Medium (LAM) 
 
Milieu pour la recherche des Acinetobacter sp.  
 
Bacteriological Agar (Oxoid) 10 g 
Acid Casein Hydrolysate (Oxoid) 15 g 
Neutralized Soy Peptone (Oxoid) 5 g 
Sodium Chloride (Fluka) 5 g 
D-Fructose (Merck) 5 g 
Sucrose (Merck) 5 g 
D-Mannitol (Merck) 5 g 
L-Phenylalanine (Merck) 5 g 
Ferric Ammonium Citrate (Merck) 0.4 g 
Phenol Red (Merck) 0.02 g 
H2O déminéralisée 1000 ml 
  
Boîtes de Pétri, diamètre 90 mm  
 
Dissoudre le tout sur agitateur magnétique dans 1000 ml d’H2O déminéralisées. Ajuster le 
pH à 7.  
Stériliser à 121°C pendant 15 minutes. 
Refroidir à environ 45-50°C et ajouter les antibiotiques suivants :  
-    Vancomycine (Oxoid) 10 mg. 
- Cefsulodine (Sigma) 15 mg. 
- Céfradine (Sigma) 50 mg. 
Bien mélanger sur agitateur magnétique et verser 20 à 25 ml du milieu par boîte de Pétri. 
Conservation : à 4°C, pendant 1 semaine. 
 
 
6. m-Aeromonas Selective Agar Base (HAVELAAR), (Biolife) 
 
Milieu sélectif et différentiel pour la recherche des Aeromonas sp.  
 
Tryptose  5 g 
Extrait de levure 2 g 
Dextrine 11.4 g 
Sodium Chloride 3 g 
KCl 2 g 
MgSO4 0.1 g 
FeCl3 0.06 g 
Sodium desoxycholate 0.01 g 
Bleu de bromothymol 0.08 g 
Agar Bios LL 13 g 
H2O déminéralisée 1000 ml 
  
Boîtes de Pétri, diamètre 55 mm  
 
Dissoudre le tout sur agitateur magnétique dans 1000 ml d’H2O déminéralisées. 
Stériliser à 121 °C pendant 15 minutes. 
Refroidir à environ 45-50°C et ajouter 10 ml d’une solution d’ampicilline filtrée (10 mg/10 ml 
d’H2O distillée) ou le supplément m-Aeromonas Selective Supplement (Biolife). Le pH final, 
recommandé est de 8.00 ± 0.2 à 25°C. 
Verser 10 à 15 ml de milieu par boîte de Pétri. 
Conservation : à 4°C, pendant 1 semaine.  
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7. Mueller Hinton Agar (MH) 
 
 
Milieu utilisé pour les antibiogrammes, les E-Tests et les expériences d’induction de 
résistances in vitro. 
 
 
Mueller Hinton Agar (BioMérieux) 38 g 
H2O déminéralisée 1000 ml 
  
Boîtes de Pétri, diamètres 90 mm ou 140 mm  
 
 
Dissoudre sur agitateur magnétique 38 g de Mueller Hinton Agar dans 1000 ml d’H2O 
déminéralisée. 
Stériliser à 116°C pendant 15 minutes. 
Refroidir à 45°C. 
Verser 20 à 25 ml de milieu par boîte de Pétri de 90 mm de diamètre ou 40 ml par boîte de 
Pétri de 140 mm de diamètre.  
Conservation : à 4°C, pendant 1 mois. 
 
 
 
 
 
 
 
8. OF Medium ou Milieu Hugh et Leifson 
 
 
Test de l’oxydation et de la fermentation du glucose.  
 
 
OF Basal Medium (BBL) 4 g 
(D+)-Glucose (concentration finale 1%) (Merck) 4 g 
H2O déminéralisée 400 ml 
  
Eprouvettes, diamètre 13 mm  
Bouchons en silicone stériles  
 
 
Ajouter 400 ml d’H2O déminéralisée à 4 g d’OF Basal Medium et 4 g de (D+)-Glucose. 
Fondre à chaud sur agitateur magnétique, jusqu’à disparition des grumeaux. 
Verser 5 ml de milieu par éprouvette et recouvrir de papier aluminium. 
Stériliser à 110°C pendant 15 minutes. 
Après stérilisation, fermer les éprouvettes avec les bouchons en silicone stériles en passant 
les éprouvettes et les bouchons à la flamme.  
Conservation : à 4°C, pendant 2 mois. 
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9. Tryptcase Soya Broth (TSB) 
 
 
Tryptcase Soya Broth (Oxoid) 30 g 
H2O déminéralisée 1000 ml 
  
Eprouvettes, diamètre 13 mm  
 
 
Ajouter sur agitateur magnétique 1000 ml d’H2O déminéralisée à 30 g de Trypcase Soya 
Broth et verser 3 ml de bouillon par éprouvette. 
Stériliser à 121°C pendant 15 minutes. 
Conservation : à 4°C, pendant 1 mois. 
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7.2 Solutions pour la Bactériologie Classique 
 
 
1. Eau Peptonée (1x) 
 
 
Bactériological Peptone (Oxoid) 1 g 
H2O déminéralisée 1000 ml 
  
Bouteille Duran  
Bouchons à vis  
 
 
Ajouter sur agitateur magnétique 1 g de peptone bactériologique à 1000 ml d’H2O 
déminéralisée. 
Stériliser à 121°C pendant 15 minutes. 
Conservation : à température ambiante, pendant 6 mois. 
 
 
 
 
2. McFarland 0.5 
 
 
H2O distillée stérile 2 x 100 ml 
Acide sulfurique concentré (Fluka) 1 ml 
Chlorure de baryum (Fluka) 1.175 g 
  
Bouteilles stériles de 100 ml 2 
Bouteilles stériles de 200 ml 1 
H2O distillée stérile 50 ml 
 
 
Solution d’acide sulfurique à 1% : 
Dans une bouteille mettre 90 ml d’H2O stérile. 
Ajouter 1 ml d’acide sulfurique concentré. 
Porter la solution à 100 ml avec de l’H2O distillée stérile. 
Conservation : à température ambiante, pendant 1 année. 
 
 
Solution de chlorure de baryum à 1.175 % : 
Dans une bouteille mettre 1.175 g de chlorure de baryum. 
Ajouter 50 ml d’H2O distillée, bien mélanger pour dissoudre le chlorure de baryum. 
Porter la solution à 100 ml avec de l’H2O distillée stérile, en continuant à bien mélanger. 
Conservation : à température ambiante, pendant 1 année. 
 
Solution prête à l’emploi MC Ferland 0.5 (correspond à 1.5 x 10 8 UFC) : 
Dans une bouteille mettre 99.5 ml de solution d’acide sulfurique à 1 %. 
Ajouter doucement 0.5 ml de chlorure de baryum à 1.175 %. 
Porter la solution à 100 ml avec de l’H2O distillée stérile en continuant à bien mélanger.  
Conservation : à température ambiante, pendant 1 année. 
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3. NaCl 
 
Sodium Chloride (Fluka) 9 g 
H2O déminéralisée 1000 ml 
  
Eprouvettes, diamètres 16 mm  
Bouchons en métal  
 
Dissoudre sur agitateur magnétique 9 g de NaCl dans 1000 ml d’H2O déminéralisée. 
Distribuer 5 ml de la solution physiologique par éprouvette. 
Stériliser à 121°C pendant 15 minutes. 
Conservation : à 4°C, pendant 1 année. 
 
 
4. Page’s saline (1x), pour Legionella sp. 
 
Sodium Chloride (Fluka) 0.120 g 
Magnesium Sulfate heptahydrate (Merck) 0.004 g 
Chlorure de calcium dihydrate (Merck) 0.004 g 
Phosphate de sodium dibasique anhydre (Merck) 0.142 g 
Potassium phosphate bibasique (Merck) 0.136 g 
H2O déminéralisée 1000 ml 
 
Préparer une solution 10x concentrée en dissolvant les divers sels dans 1000 ml d’H2O 
déminéralisée. 
Stériliser à 121°C pendant 15 minutes et conserver la solution à 2-8°C. 
Remplir une bouteille d’1 litre avec 900 ml d’H2O déminéralisée et ajouter 100 ml de solution 
Page’s saline 10x (portée à température ambiante). 
Stériliser à 121°C pendant 15 minutes.  
Conservation : à 2-8°C, pendant 6 mois. 
 
 
5. Solution Acide, pour la recherche des Legionella sp. 
 
Solution A, 0.2M HCl  
HCl fumant 37% (Sigma) 17.4 ml 
H2O déminéralisée 1000 ml 
  
Solution B, 0.2M KCl  
KCl (Fluka) 14.9 g 
H2O déminéralisée 1000 ml 
  
Solution Acide  
Solution A 3.9 ml 
Solution B 25 ml 
 
 
Dans un premier temps, préparer les deux solutions A et B selon les quantités citées ci-
dessus. 
Dans un deuxième temps, préparer la solution acide en mélangeant 3.9 ml de solution A et 
25 ml de solution B. 
Ajuster le pH à 2.2 en ajoutant une solution d’hydroxyde de potassium 1M (KOH). 
Conservation : 1 mois maximum, à température ambiante, dans une bouteille bien fermée et 
protégée de la lumière. 
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6. Skim Milk 
 
 
Solution utilisée pour congeler les souches pures à -80°C. 
 
Skim Milk (Difco) 10 g 
H2O déminéralisée 70 ml 
Calf Serum (Sigma) 10 ml 
Glycérol (Fluka) 20 ml 
 
Ajouter 70 ml d’H2O déminéralisée à 10 g de Skim Milk. A l’aide d’un agitateur magnétique, 
bien mélanger jusqu’à disparition des grumeaux. 
Stériliser à 121°C pendant 15 minutes. 
Laisser refroidir un instant et ajouter 10 ml de Calf Serum et 20 ml de Glycérol. 
Bien mélanger. 
Conservation : à 4°C, pendant 6 mois. 
 
 
 
 
7. Test de la catalase 
 
Eau oxygénée à 3 % (H2O2) 
 
H2O2 à 35 % (Fluka) 10 ml 
H2O distillée stérile  90 ml 
  
Bouteille foncée  
Lame pour microscope optique  
Pipette Pasteur   
Anse en plastique stérile  
 
Travailler avec des GANTS. 
Ajouter à 90 ml d’H2O distillée stérile, 10 ml d’H2O2 à 35 %. 
Verser le tout dans une bouteille foncée. 
Conservation : à 4°C, pendant quelques jours. 
 
 
 
 
8. Test de l’oxydase 
 
N,N-Dimethyl-p-Phénylenediamine (Sigma) 1 g 
H2O déminéralisée 100 ml 
  
Eprouvettes stériles en plastique  
 
Directement dans l’éprouvette recouverte d’aluminium, diluer un peu de poudre dans environ 
10 ml d’H2O déminéralisée. 
 
Conservation : à 4°C, pendant quelques jours. 
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9. Vibriostatique (Oxoid, DD 15, 0129, 150 µg) 
 
Disques imprégnés de 2,4 diamino-6,7 di-isopropylptéridine. 
 
Déposer à l’aide d’une pince stérile le disque vibriostatique sur le milieu fraîchement 
ensemencé. 
 
Les disques vibriostatiques se conservent à 4°C, jusqu’à leur date d’expiration notée sur 
l’emballage. 
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7.3 Solutions et Tampons pour la Microbiologie Moléculaire 
 
 
1. Alcool à 70 %  
 
Solution utilisée pour le nettoyage de l’aiguille du sonificateur :  
 
Ethanol 96% (Centonze) 3646 ml 
H2O distillée 1354 ml 
  
Bidon ou bouteille de 5 l  
 
Ajouter 1355 ml d’H2O distillée à 3645 ml d’Ethanol à 96 %. 
 
Calcul :  
 
 
 
 
Conservation : à température ambiante, durée indéterminée. 
 
 
 
 
2. Alcool – Acétone  
 
Solution utilisée pour le nettoyage des objectifs du microscope à épifluorescence.  
 
Ethanol 96 % (Centonze) 1 part 
Acétone (Centonze) 1 part 
  
Bouteille à choix  
  
 
 
Mélanger dans un rapport 1:1 l’Ethanol 96 % et l’Acétone.  
Conservation : à température ambiante, durée indéterminée. 
 
 
 
 
3. Bromure d’Ethidium (EtBr, 10 mg/ml) 
 
 
Bromure d’éthidium (Sigma) 10 mg 
H2O ultra pure déionisée stérile (Millipore) 1 ml 
 
Dissoudre longuement le bromure d’éthidium dans l’eau ultra pure déionisée stérile. 
Conservation : à 4°C, à l’abri de la lumière. 
 
% final x quantité finale
% initial
= quantité d’Ethanol
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4. EDTA (0.5mM, pH 8) 
 
Na2 EDTA.2H2O (Fluka) 18,61g 
H2O déminéralisée 40 ml 
H2O déminéralisée Porter à 100 ml 
 
Dissoudre sur agitateur magnétique le Na2 EDTA.2H2O dans 40 ml d’H2O déminéralisée. 
Ajuster le pH à 8 et porter la solution à 100 ml avec l’H2O déminéralisée. 
Stériliser à 120°C pendant 15 minutes. 
Conservation : à température ambiante, pendant plusieurs semaines. 
 
 
 
5. Gel d’Agarose (1.6 %) 
 
Agarose (Eurobio) 3.2 g 
TAE 1x ou TBE 1x 200 ml 
Bromure d’éthidium (Sigma) (10mg/ml) 2 µl 
 
Travailler avec des GANTS. 
 
Dissoudre l’agarose au micro-onde dans 200 ml de TBE 1x (ou TAE 1x). Laisser refroidir et 
ajouter le bromure d’éthidium. 
Le gel peut être réutilisé plusieurs fois. 
Conservation : dans un Becher, à 5°C. 
 
 
 
6. Gel d’Agarose (1 %) 
 
Agarose (Eurobio) 2 g 
TAE 1x ou TBE 1x 200 ml 
Bromure d’éthidium (Sigma) (10mg/ml) 2 µl 
 
Travailler avec des GANTS. 
 
Dissoudre l’agarose au micro-onde dans 200 ml de TBE 1x (ou TAE 1x). Laisser refroidir et 
ajouter le bromure d’éthidium. 
Le gel peut être réutilisé plusieurs fois. 
Conservation : dans un Becher, à 5°C. 
 
 
 
7. Loading Buffer (10x) 
 
SDS (Sigma) 1 % 
Bleu de bromothymol (Merck) 0.25% 
Xylène Cyanol (Sigma) 0.25% 
Ficoll type 400 en H2O (Pharmacia Biotech) 25.00% 
 
Dissoudre longuement sur agitateur magnétique. 
Conservation : à 4°C, à l’abri de la lumière. 
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8. PBS (10x, pH 7.2) 
 
NaCl (1,3 M) (Fluka) 15.194 g 
Na2HPO4 (70mM) (Merck) 2.492 g 
NaH2PO4 (30mM) (Merk) 0.936 g 
H2O ultra pure déionisée (MilliQ) 200 ml 
 
Dissoudre sur agitateur magnétique le NaCl, le Na2HPO4 et le NaH2PO4 dans 200 ml d’H2O 
ultra pure déionisée. 
Stériliser à 120°C pendant 15 minutes. 
Conservation : à température ambiante, pendant plusieurs semaines. 
 
 
 
 
 
9. Pyrophosphate  
 
Pyrophosphate / Natriumdiphosphate 10-hydrate (Merck) 0.1 gr. 
H2O ultra pure déionisée (MilliQ) 100 ml 
 
Ajouter 0.1 g de Pyrophosphate / Natriumdiphosphate 10-hydrate à 100 ml d’H2O ultra pure 
déionisée stérile. 
Ajuster le pH à 7.2 et filtrer à l’aide d’une seringue munie d’un embout filtre de porosité égale 
à 0.22 µm. 
Conservation : à température ambiante, pendant plusieurs semaines.  
 
 
 
 
 
10. Standard de Poids Moléculaire 
 
Loading Buffer 50 µl 
Molecular Weight 50 pb 15 µl 
TE 1x 150 µl 
 
Mélanger le tout dans un tube Eppendorf (1.5ml) et conserver à 4°C. 
 
 
 
 
 
11. TAE (50x) 
 
Tris base (Fluka) 242 g 
Acide acétique (Fluka) 57.1 ml 
EDTA (0.5M, pH 8.0) 100 ml 
 
Dissoudre sur agitateur magnétique 242 g de Tris dans 57.1 ml d’acide acétique et 100 ml 
d’EDTA 0.5M, pH 8.0. 
Stériliser à 120°C pendant 15 minutes. 
Conservation : à température ambiante, pendant plusieurs semaines. 
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12. TBE (10x) 
 
Tris base (Fluka) 108 g 
Acide borique (Fluka) 55 g 
EDTA (0.5M, pH 8.0) 40 ml 
H2O déminéralisée Porter à 1 l 
 
Dissoudre sur agitateur magnétique 108 g de Tris base et 55 g d’acide borique dans 40 ml 
d’EDTA 0.5M, pH 8.0 et porter la solution à 1 litre avec l’H2O déminéralisée.  
Stériliser à 120°C pendant 15 minutes. 
Conservation : à température ambiante, pendant plusieurs semaines. 
 
 
13. TBE (1x) 
 
Tris base (Fluka) 540 g 
Acide borique (Fluka) 275 g 
EDTA 0.5M, pH 8.0 200 ml 
H2O déminéralisée Porter à 5 l 
 
Dissoudre sur agitateur magnétique 540 g de Tris base et 275 g d’acide borique dans 200 ml 
d’EDTA 0.5M, pH 8.0 et porter la solution à 5 litres avec l’H2O déminéralisée.  
Stériliser à 120°C pendant 15 minutes. 
Conservation : à température ambiante, pendant plusieurs semaines. 
 
 
14. TE (1x) 
 
Tris-HCl pH 8.0 (10mM) 1.211 g 
EDTA pH 8.0 (1 mM)  0,372 g 
H2O ultra pure déionisée (MilliQ) Porter à 1l 
 
Dissoudre sur agitateur magnétique le Tris-HCl (pH 8.0) et l’EDTA (pH 8) dans un peu d’H2O 
ultra pure déionisée et ajuster le volume final à 1 litre. 
Stériliser à 120°C pendant 15 minutes. 
Conservation : à température ambiante, pendant plusieurs semaines. 
 
 
15. TRIS 1M 
 
Tris base (Fluka) 121 g 
HCl conc, pH 7.4 (Fluka) 70 ml 
HCl conc, pH 7.6 (Fluka) 60 ml 
HCl conc, pH 8.0 (Fluka) 42 ml 
 
Ajuster la solution TRIS au pH voulu avec l’HCl concentré, et ajuster le volume final à 1 litre 
avec de l’H2O ultra pure déionisée (MilliQ).  
Stériliser à 120°C pendant 15 minutes. 
Conservation : à température ambiante, pendant plusieurs semaines. 
 
 
 
 
 
 
 
205
7.4 Antibiotiques  
 
Antibiotiques Abréviations Fournisseur Concentrations µg 
Ampicilline AM BD Sensi-Disc TM 10 
Pénicilline P BioMérieux SA 10 
Céfazoline CZ BioMérieux SA 30 
Céfuroxime CXM BD Sensi-Disc TM 30 
Ceftriaxone CRO BioMérieux SA 30 
Céfépime FEP BD Sensi-Disc TM 30 
Imipenem IMP BD Sensi-Disc TM 10 
Ciprofloxacine CIP BioMérieux SA 5 
Norfloxacine NOR BD Sensi-Disc TM 10 
Acide Nalidixique NA BioMérieux SA 30 
Clarithromycine CLR BD Sensi-Disc TM 15 
Erythomycine E BioMérieux SA 15 
 
 
Standard d’interprétation des zones d’inhibition de croissance pour les bactéries du genre 
Aeromonas (normes CLSI) : 
 
 Diamètre de la zone d’inhibition 
(mm) 
Valeur des CMI 
(µg/ml) 
Antibiotiques R I S R I S 
Ampicilline ≤ 13 14-16 ≥ 17 ≤ 8 16 ≥ 32 
Pénicilline non testé non testé 
Céfazoline ≤ 14 15-17 ≥ 18 ≤ 8 16 ≥ 32 
Céfuroxime ≤ 14 15-17 ≥ 18 ≤ 4 8-16 ≥ 32 
Ceftriaxone ≤ 13 14-20 ≥ 21 ≤ 8 16-32 ≥ 64 
Céfépime ≤ 14 15-17 ≥ 18 ≤ 8 16 ≥ 32 
Imipenem ≤ 13 14-15 ≥ 16 ≤ 4 8 ≥ 16 
Ciprofloxacine ≤ 15 16-20 ≥ 21 ≤ 1 2 ≥ 4 
Norfloxacine ≤ 12 13-16 ≥ 17 ≤ 4 8 ≥ 16 
Acide Nalidixique ≤ 13 14-18 ≥ 19 ≤ 16 - ≥ 32 
Clarithromycine non testé non testé 
Erythomycine non testé non testé 
 
 
Standard d’interprétation des zones d’inhibition de croissance pour les bactéries du genre 
Acinetobacter (normes CLSI) : 
 
 Diamètre de la zone d’inhibition 
(mm) 
Valeur des CMI 
(µg/ml) 
Antibiotiques R I S R I S 
Ampicilline non testé non testé 
Pénicilline non testé non testé 
Céfazoline non testé non testé 
Céfuroxime non testé non testé 
Ceftriaxone ≤ 13 14-20 ≥ 21 ≤ 8 16-32 ≥ 64 
Céfépime ≤ 14 15-17  ≤ 8 16 ≥ 32 
Imipenem ≤ 13 14-15 ≥ 16 ≤ 4 8 ≥ 16 
Ciprofloxacine ≤ 15 16-20 ≥ 21 ≤ 1 2 ≥ 4 
Norfloxacine ≤ 12 13-16 ≥ 17 ≤ 4 8 ≥ 16  
Acide Nalidixique non testé non testé 
Clarithromycine non testé non testé 
Erythomycine non testé non testé 
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7.5 Protocoles de Bactériologie Classique 
1. Protocole d’analyse et de mise en culture de Legionella à partir 
d’échantillons environnementaux (fleuves et lacs) et d’eau sanitaire 
(eau chaude, eau potable, eau industrielle) 
 
 
Préparation du matériel 
 
• Pour chaque échantillon d’eau à analyser, préparer 2 boîtes de Pétri contenant le milieu 
GVPC et 1 tube Falcon de 50 ml contenant 10 ml de solution PAGE’s saline. 
 
Si moins d’1 litre est filtré, préparer alors un tube Falcon contenant 100 fois moins du volume 
filtré. La solution PAGE’s saline doit contenir l’échantillon filtré concentré 100 fois. 
 
 
Filtration des échantillons 
 
• Préparer et assembler la rampe de filtration (Microfil Millipore) : connecter avec le tube 
en silicone la pompe à vide à la rampe de filtration et actionner la pompe en ouvrant le 
robinet. Placer les supports circulaires en acier inox sur les embouts de filtration et 
stérilisez-les à la flamme.  
 
• A l’aide d’une pince stérile, placer une membrane de filtration en nylon ou polycarbonate 
de porosité égale à 0.2 µm (éventuellement égale à 0.4 µm) et de 47 mm de diamètre sur 
les supports des embouts de filtration. 
 
• Placer l’entonnoir en plastique stérile sur l’embout et le fixer correctement par pression 
manuelle. 
 
• Remplir l’entonnoir avec 250 ml d’eau à analyser et ouvrir la valve. 
 
• Lorsque les 250 ml d’échantillon sont filtrés, fermer la valve et répéter l’opération jusqu’à 
avoir filtré le litre en entier. 
 
Dans la cas où l’eau à analyser serait turbide ou visqueuse, il est possible d’utiliser plusieurs 
filtres pour le même échantillon ou d’utiliser un filtre de porosité égale à 0.4 µm. 
 
• Lorsque la filtration de l’échantillon est terminée, refermer la valve et ôter la membrane 
de la rampe à l’aide d’une pince stérile. Avec un ciseau stérile, découper alors la 
membrane directement dans le tube Falcon contenant les 10 ml de la solution PAGE’s 
saline. 
 
Si nécessaire (lorsque par exemple plusieurs filtres ont dû être utilisés ou si le dépôt sur le 
filtre est abondant) il est possible de gratter la membrane avec une anse en plastique stérile 
pour en détacher le filtrat. 
 
• "Vortexer" le tube Falcon vigoureusement pendant 30 secondes, ceci afin de remettre en 
suspension les bactéries déposées sur le filtre. 
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Inoculation directe 
 
• Ensemencer directement 100 µl de la suspension sur un milieu GVPC et étaler à l’aide 
d’une spatule triangulaire en verre stérile. Noter la boîte de Pétri. 
 
La suspension restante dans le tube Falcon est conservée en vue d’un traitement thermique 
ou éventuellement d’un traitement acide (élimination de la flore contaminante). 
 
 
Traitement thermique 
 
• Incuber le tube Falcon contenant l’échantillon concentré 100 fois dans un bain marie 
réglé à 50 +/-1°C pendant 30 minutes. 
 
• "Vortexer" à nouveau vigoureusement l’échantillon pendant 30 secondes. 
 
• Ensemencer 100 µl de la suspension, traitée thermiquement, sur un nouveau milieu 
GVPC et étaler à l’aide d’une spatule triangulaire en verre stérile. 
 
Si la présence d’une forte flore microbienne contaminante est suspectée, procéder à des 
dilutions de l’échantillon. Pour cela, préparer alors un tube Eppendorf stérile avec 900 µl de 
solution PAGE’s saline et y ajouter 100 µl de l’échantillon en suspension. "Vortexer" et 
ensemencer comme décrit précédemment.  
 
 
Traitement acide (facultatif) 
 
Si après 2 jours d’incubation les boîtes de Pétri sont fortement contaminées ou si la 
suspicion de la présence d’une grande quantité de microflore contaminante existe (cas pour 
les eaux souillées), il est alors possible de procéder à un traitement acide. 
 
• Centrifuger 2 volumes de l’échantillon filtré (Tube Falcon contenant la membrane de 
filtration) pendant 10 minutes à 6000xg. 
 
• Enlever à l’aide d’une pipette 1 volume de surnageant et le remplacer avec 1 volume de 
solution acide. Mélanger gentiment. 
 
• Laisser agir 5 minutes à température ambiante en mélangeant de temps en temps. 
 
• Inoculer enfin 100 µl sur un milieu GVPC, comme décrit précédemment. 
 
 
Incubation 
 
• Les milieux GVPC inoculés sont retournés et incubés dans une étuve réglée à 36+/-1°C 
pour au moins 5 jours. Vérifier cependant les milieux en incubation chaque 2 jours. 
 
Pour assurer une atmosphère humide placer un récipient contenant de l’eau dans le fond de 
l’étuve. 
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Lecture et interprétation des résultats 
 
• Examiner les boîtes de Pétri à intervalle de 2 jours. 
 
Les colonies de Legionella se développent lentement (2 à 3 jours au minimum) et ont un 
aspect blanc-gris-violet. Elles peuvent cependant apparaître brunes, roses, jaune-vertes ou 
rouges. Leur superficie est lisse et présente au binoculaire un aspect de verre dépoli. 
 
 
Confirmation et identification des colonies suspectes 
 
• Repiquer en parallèle certaines des colonies suspectes à la fois sur milieu BCYE ou 
GVPC et Agar Sang. 
 
• Incuber 2 jours à 36+/-1°C. 
 
Toutes les colonies qui se développeront sur milieu BCYE ou GVPC et non sur milieu Agar 
Sang sont considérées des Legionella. 
 
• Noter les résultats obtenus pour chacune des boîtes de Pétri. 
 
• L’identité des souches isolées (Legionella pneumophila ou Legionella sp.) doit être 
confirmée avec un test d’agglutination (Legionella Latex Test, Oxoid Limited, 
Basingstoke, Hampshire, England). 
 
 
Expression des résultats 
 
• Estimer le nombre d’UFC/ml de Legionella présentes dans l’échantillon d’eau initiale. 
 
Pour ce faire, choisir la boîte de Pétri GVPC contenant le plus de colonies confirmées et 
multiplier ce nombre par le facteur de concentration (x100). 
Il n’est pas approprié de faire une moyenne des trois GVPC ensemencés, vu qu’il s’agit 
d’inoculum ayant subi des traitements d’analyse différents. 
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2. Identification des Legionella sp. par le test d’agglutination 
 
 
Matériel clinique et contrôles : 
 
• La méthode est applicable à une colonie singulière isolée d’une culture bactérienne pure 
sur BCYE ou GVPC. 
 
• Le kit Legionella Latex Test d’Oxoid (Oxoid Limited, Basingstoke, Hampshire, England) 
contient : 
 
o Un réactif contenant des particules en latex bleues sensibilisées avec des 
anticorps de lapin et réagissant avec l’antigène de L. pneumophila serogroupe 1. 
 
o Un réactif contenant des particules en latex bleues sensibilisées avec des 
anticorps de lapin et réagissant avec l’antigène de L. pneumophila serogroupe 2 à 
14. 
 
o Un réactif contenant des particules en latex bleues sensibilisées avec des 
anticorps de lapin et réagissant avec l’antigène des espèces suivantes : 
L. longbeachae 1 & 2, L. bozemanii 1 & 2, L. dumoffii, L. gormanii, L. jordanis, L., 
micdadei, L. anisa. 
 
o Un contrôle positif contenant des cellules de Legionella en solution tamponnée. 
 
o Un contrôle négatif contenant des cellules de Legionella spiritensis en solution 
tamponnée non réactives avec les réactifs du test. 
 
o Une solution saline tamponnée (pH 7.3). 
 
o Cartons de réaction à usage unique. 
 
• Conservation du kit : 2-8°C jusqu’à la date d’échéance. LE KIT NE DOIT PAS ETRE 
CONGELE. 
 
• Les contrôles positif et négatif sont inclus dans le kit. Conseil : avant d’effectuer le test 
vérifier le fonctionnement des réactifs en latex en utilisant la suspension de contrôle. 
 
 
Matériel : 
 
• Bâtonnets en plastique stérile. 
 
• Kit d’agglutination. 
 
Attention: avant l’utilisation du kit, porter les réactifs à température ambiante. Ne pas utiliser 
de réactifs appartenant à des lots différents. 
 
 
Procédure analytique :  
 
• Bien agiter la suspension au latex afin d’en assurer la complète homogénéisation.  
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• Distribuer une goutte de chaque réactif de suspension au latex à l’intérieur et proche des 
bords des cercles dessinés sur le carton de réaction. 
 
• Distribuer une goutte de solution tamponnée à l’intérieur et au centre des cercles de 
réaction. S’assurer que les réactifs de la suspension au latex ne se mélangent pas avec 
la solution tamponnée. 
 
• Prélever une colonie à tester d’au moins 1 mm de diamètre en utilisant un bâtonnet 
stérile et la mélanger soigneusement, de façon homogène avec la solution tamponnée. 
Répéter la procédure pour chacun des réactifs en latex à tester. 
 
• Mélanger les réactifs au latex avec la suspension homogène bactérienne et jeter les 
bâtonnets en plastiques de manière appropriée (il devra être stérilisé). 
 
• Pivoter délicatement les cartons de réaction et observer l’éventuelle présence 
d’agglutination. Ne pas pivoter le carton plus d’1 minute. Lire le résultat. 
 
• A la fin de l’analyse, éliminer le carton de manière appropriée (il devra être stérilisé). 
 
• Refermer les flacons et les remettre au frigo. 
 
Attention : le test n’est pas interprétable si les réactifs de contrôle montrent une 
agglutination. 
 
 
Interprétation du résultat : 
 
• Un résultat est positif si une agglutination avec les particules en latex bleues se produit 
en 1 minute et qu’aucune agglutination ne s’est produite dans la zone de contrôle. Une 
réaction positive d’agglutination indique que dans l’échantillon testé des antigènes d’un 
serogroupe déterminé de l’espèce Legionella ont été détectés. 
 
• Une souche qui se révèle positive au latex contre L. pneumophila serogroupe 2-14 est 
identifiée comme Legionella pneumophila. 
Une souche qui se révèle positive au latex contre L. species est identifiée comme telle. 
 
Attention : un résultat négatif obtenu avec le test d’agglutination ne permet pas d’exclure que 
la culture testée n’appartienne pas au genre Legionella. Un résultat de ce type indique 
uniquement que la culture n’appartient pas aux espèces Legionella pneumophila serogroupe 
1 à 14, L. longbeachae 1 & 2. L. bozemanii 1 & 2, L. dumoffii, L. gormanii, L. jordanis, L., 
micdadei, L. anisa. 
Pour identifier des colonies suspectes qui n’agglutinent pas, ou pour une identification plus 
précise de l’espèce, procéder à une analyse par amplification et séquençage du gène mip. 
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3. Galerie API 20NE (bioMérieux) 
 
Tableau de lecture : 
 
RÉSULTATS TESTS COMPOSANTS 
ACTIFS 
QTE 
(MG/CUP.) RÉACTIONS/ENZYMES NÉGATIF POSITIF 
NIT 1 + NIT 2 / 5 min réduction des nitrates en 
nitrites incolore rose-rouge 
Zinc / 5 min NO3 potassium nitrate 0.136 réduction des nitrates en 
azote rose incolore 
JAMES / immédiat 
TRP L-tryptophane 0.2 formation d’indole Incolore  
vert pâle/jaune rose 
GLU D-glucose 1.92 fermentation bleu à vert jaune 
ADH L-arginine 1.92 arginine dihydrolase jaune orange/rose/rouge
URE urée 0.76 uréase jaune orange/rose/rouge
ESC esculine  citrate de fer 
0.56 
0.072 hydrolyse (β-glucosidase) jaune gris/marron/noir 
GEL gélatine (origine bovine) 0.6 hydrolyse (protéase) 
pas de 
diffusion du 
pigment 
diffusion du 
pigment 
PNPG 4-nitrophényl-β−D-galactopyranoside 0.22 
β-galactosidase (para-
nitrophényl-β−D-
galactopyranosidase) 
incolore jaune 
GLU D-glucose 1.56 assimilation transparence trouble 
ARA L-arabinose 1.4 assimilation transparence trouble 
MNE D-mannose 1.4 assimilation transparence trouble 
MAN D-mannitol 1.36 assimilation transparence trouble 
NAG N-acétyl-glucosamine 1.28 assimilation transparence trouble 
MAL D-maltose 1.4 assimilation transparence trouble 
GNT potassium gluconate 1.84 assimilation transparence trouble 
CAP acide caprique 0.78 assimilation transparence trouble 
ADI acide adipique 1.12 assimilation transparence trouble 
MLT acide malique 1.56 assimilation transparence trouble 
CIT trisodium nitrate 2.28 assimilation transparence trouble 
PAC acide phénylacétique 0.8 assimilation transparence trouble 
OX oxydase - cytochrome-oxydase cf. chapitre 2.2.2.1 
Tests soulignés : remplir d’huile de paraffine les cupules pour former un ménisque convexe et assurer l’anaérobiose. 
Tests en GRIS :  remplir tubes et cupules avec la suspension bactérienne en veillant à créer un niveau horizontal ou légèrement 
convexe. 
 
Ces 20 tests sont incorporés dans 20 microtubes contenant les milieux ou substrats déshydratés. Ces 
milieux ou substrats sont réhydratés et reconstitués grâce à la suspension de la bactérie à identifier. 
Une période d’incubation de 24 à 48 heures à 30°C est nécessaire à la croissance de la souche 
bactérienne inoculée et indispensable à l’accomplissement des réactions biochimiques.  
 
Les réactions, positives ou négatives, produites pour les 8 tests biochimiques conventionnels durant 
cette période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés (tests du GLU, ADH, URE, 
ESC, GEL, PNPG) ou sont révélées suite à l’addition de réactifs dans les microtubes (tests NO3 et 
TRP).  
Les tests d’assimilation des sucres représentent un milieu de culture minimum. La souche bactérienne 
inoculée y est alors capable de croître, uniquement si elle possède la capacité d’utiliser le substrat 
carbohydraté présent. Un résultat positif se traduit alors par la turbidité de la suspension bactérienne 
dans le microtube.  
 
En référence au tableau de lecture, ces diverses réactions, positives ou négatives, sont alors notées 
et le code d’identification, composé de 7 chiffres, déterminé. 
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7.6 Protocoles de Microbiologie Moléculaire 
1. Identification de Legionella sp. par amplification et séquençage du 
gène mip 
 
 
 
Matériel Clinique 
 
• La méthode est applicable à l’ADN extrait à partir de culture pure de Legionella species. 
 
 
Extraction d’ADN  
 
2 méthodes peuvent être employées pour extraire l’ADN :  
 
• Extraction en faisant bouillir pendant 8 à 10 minutes au bain marie une suspension de 
cellules bactériennes (1 à 2 colonies) dans 500 µl d’eau ultra pure déionisée stérile 
(Millipore) et contenue dans un tube Eppendorf "Safe Lock" maintenu en flottaison. 
• Extraction par le kit QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN), suivant le protocole « extraction 
d’ADN à partir de liquide biologique » ou « extraction d’ADN à partir de tissus ». 
 
 
Amplification du gène mip par PCR 
 
Manipulation à effectuer avec des GANTS. 
 
Les réactions d’amplification sont effectuées dans un volume total de 50 µl utilisant le Taq 
PCR Master Mix de la QUIAGEN (2 fois concentré et conservé à 2-8°C). 
 
• Sous la hotte et dans le local prévu à cet effet, préparer le mix pour la réaction PCR en 
calculant une réaction en plus par rapport au total des échantillons : 
 
 
 
 Concentration 
finale 
µl pour 1 
réaction 
µl pour 6 
réactions 
µl pour 10 
réactions 
Eau  16 96 160 
QUIAGEN Master Mix 1x 25 150 250 
Primer Legmip-F 0.4 µM 2 12 20 
Primer Legmip-R 0.4 µM 2 12 20 
Total  45   
 
 
 
Primer Séquence 5`-3` Gène amplifié 
Primer Legmip-F 5`-GGG RAT TVT TTA TGA AGA TGA RAY TGG-3` mip 
Primer Legmip-R 5`-TCR TTN GGD CCD ATN GGN CCD CC-3` mip 
 
R : A ou G          Y : T ou A            V : A ou C ou G          D :A ou T ou G             N : A ou T ou C ou G 
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• Aliquoter 45 µl de mix dans chaque tube Eppendorf de 0.2 ml. 
 
• Dans le local prévu à cet effet, ajouter 5 µl d’échantillon d’ADN dans les tubes Eppendorf 
respectifs. Faire également le contrôle positif et négatif : contrôle négatif, ajouter 5 µl 
d’eau ultra pure déionisée stérile (Millipore); contrôle positif, ajouter 5 µl d’ADN de 
Legionella pneumophila (EUL001). 
 
• Fermer les tubes. 
 
• Si nécessaire, centrifuger brièvement ("shortspin"). 
 
• Charger les tubes Eppendorf dans le thermocycle qui se trouve dans le local approprié et 
entamer le programme PCR : 
 
Cycles PCR Durée Température Nombre de cycles 
Dénaturation 3 min 96°C 1 cycle  
Dénaturation 1 min 94°C 
Hybridation 2 min 56°C 
Elongation 2 min 72°C 
35 cycles 
Conservation à l’infini 4°C  
 
 
 
Analyse des produits PCR 
 
 
Manipulations à effectuer avec des GANTS. 
 
 
• 10 µl des produits PCR obtenus après amplification sont analysés par électrophorèse sur 
gel d’Agarose 1.5 % dans TBE 1x.  
 
• Faire migrer le gel d’électrophorèse pour environ 15 à 20 minutes à 100V. 
 
• Colorer le gel dans une solution de bromure d’éthidium (0.5 à 1.0 µg/ml) pendant 10 
minutes environ, puis laver avec de l’eau. Attention le bromure d’éthidium s’intercalant 
dans la double hélice d’ADN est cancérigène ! 
 
• Le gel est alors observé sous UV et photographié. 
 
 
Purification des produits PCR 
 
• Les échantillons amplifiés sont purifiés à l’aide des colonnes Microcon (Millipore) selon le 
protocole inclus dans le kit. 
 
 
Séquençage des produits PCR 
 
• La séquence nucléotidique est déterminée grâce à l’utilisation du kit Cycle Sequencing 
using the ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit. 
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Interprétation des résultats 
 
• Les séquences sont corrigées par comparaison à l’électrophérogramme obtenu. 
 
• La séquence obtenue est alors insérée dans la base de données du gène mip créé par la 
Health Protection Agency de Londre et accessible gratuitement à l’adresse 
http://bioinfosoftware.phls.org.uk/cgi-bin/MIPS.cgi 
 
• Pour l’identification, suivre les instructions données par le site et obtenir ainsi le 
dendrogramme et le sous-alignement avec les pourcentages d’homologie avec l’espèce 
de référence. 
La souche analysée est identifiée sur la base du pourcentage d’homologie de séquence 
avec les espèces déjà décrites dans la banque de données ; plus le pourcentage 
d’homologie obtenu est élevé, plus l’identification est meilleure. 
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2. Hybridation In Situ (Whole Cell Hybridization) 
 
 
Fixation des cellules et préparation des lames 
 
Matériel : 
 
Paraformaldéhyde ; 1N NaOH; 10x PBS (1.3M NaCl, 70mM Na2HPO4, 30mM NaH2PO4, pH 
7.2) ; HCl, eau distillée. 
Lames avec couche de Teflon et à 10 puits (diamètre des puits 6 mm), gélatine, KCr(SO4)2, 
ETOH 96 %, eau, Falcon de 50 ml. 
 
 
Préparation du tampon de fixage : 
 
Effectuer les manipulations avec des GANTS. Le paraformaldéhyde est CANCERIGENE. 
 
• Chauffer 40 ml d’eau distillée jusqu’à environ 55 – 65°C. 
• Ajouter 2 g de paraformaldéhyde et 150 µl de NaOH 1N. 
• Dissoudre le paraformaldéhyde (pendant environ 2 minutes). 
• Ajouter 5 ml de PBS 10x. 
• Corriger le pH à 7.2 – 7.4 en ajoutant une goutte à la pipette Pasteur de HCl concentré. 
• Ajouter de l’eau distillée jusqu’à un volume de 50 ml et filtrer en utilisant une seringue de 
20 ml et un embout filtre de porosité égale à 0.22 µm. 
• Conserver au frigo et utiliser frais (dans les deux jours). 
 
 
Fixation des cellules bactériennes : 
 
• Selon l’échantillon, filtrer un volume compris entre 1 et 20 ml en utilisant un filtre de 
polycarbonate de porosité égale à 0.22 µm et de 2.5 cm de diamètre. 
• Ajouter 4 ml d’un mélange PBS 1x : Tampon de fixage dans un rapport 1 : 3. 
• Laisser fixer pour 30 minutes et filtrer le mélange PBS 1x : Tampon de fixage. 
• Laver 2 x par filtration avec 3 ml de PBS 1x. 
• Transférer le filtre dans des pochettes en plastique. 
• Ajouter 300 µl de PBS 1x et 300 µl d’ETOH 96 % (postfixation) et fermer les pochettes à 
l’aide d’un appareil Vacuopack. 
• Malaxer légèrement le sachet avec deux doigts pour détacher toutes les bactéries du 
filtre et les remettre en suspension. 
• Transférer la solution dans un tube Eppendorf. 
• Stocker à -20°C. 
 
 
Préparation des lames : 
 
• Prélaver les lames dans un bain d’éthanol à 96% et les laisser sécher à l’air 
verticalement. 
• Dissoudre 0.1 % de gélatine dans 50 ml d’eau en chauffant jusqu’à environ 60°C. 
• Ajouter 0.01% de KCr(SO4)2, mélanger et utiliser immédiatement. 
• Immerger rapidement les lames. 
• Laisser sécher les lames, ainsi préparées, à la verticale sur du papier buvard. 
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Application de l’échantillon : 
 
• Pipetter 1 à 20 µl de suspension cellulaire fixée dans les puits respectifs. 
• Laisser sécher pendant 2 heures à température ambiante ou 20 minutes à environ 46°C. 
• Déshydrater dans une série de bain d’éthanol 50, 70 et 96 %, 3 minutes chacun. 
 
 
 
Hybridation avec sondes fluorescentes 
 
 
Matériel : 
 
Solutions stock : 5M NaCl ; 1M Tris/HCl pH 7.2 ; SDS 10% (w/v) ; 0.5M EDTA pH 8.0. 
Solution DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochloride monohydrate) 1mg / 100ml. 
Huile à immersion antioxidant CitiFluor. 
Tubes Falcon de 50 ml. 
Papier absorbant. 
 
 
Hybridation : 
 
• Dans un tube Eppendorf de 1.5 ml mélanger, dans un rapport 9 : 1, le Tampon 
d’hybridation (voir tableau) avec la sonde oligonucléotidique marquée au Cy3.  
Dans le cas où une sonde compétitrice doit être utilisée, mélanger alors, dans un rapport 
9 : 1 : 1  le tampon d’hybridation, la sonde oligonucléotidique marquée au Cy3 et la 
sonde oligonucléotidique compétitrice non marquée. 
 
Le Formamide étant une substance CANCERIGENE, les manipulations sont à effectuer 
avec des GANTS. 
 
 
 Concentration de Formamide 
Solutions (µl) 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 
NaCl 5M 180 - - - - - - - - - 
Tris 1M pH 7 20 - - - - - - - - - 
Formamide 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 
H2O 800 750 700 650 600 550 500 450 400 350 
SDS 10% 1 - - - - - - - - - 
 
• Déposer 10 µl de la solution « Tampon d’Hybridation : Sonde marquée » sur les puits de 
la lame. Mettre la lame dans une chambre humide d’hybridation et incuber à 46°C 
pendant 1 heure 30. 
 
 
NB : La chambre humide d’hybridation s’effectue en plaçant du papier absorbant imbibé de 
tampon d’hybridation dans un tube Falcon de 50 ml.  
Ceci a comme but de prévenir l’évaporation de la solution pendant l’hybridation et 
éviter un attachement non spécifique des sondes. 
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Lavage : 
 
• Préparer le tampon de lavage dans un tube Falcon de 50 ml en fonction de la 
concentration en Formamide nécessaire à la sonde (tableau ci-dessous) et le préchauffer 
à 48°C dans un bain-marie. 
 
 
 Concentrations de Formamide 
Solutions (µl) 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 
EDTA 0.5M 500 - - - - - - - - - 
Tris 1M pH 7 1000 - - - - - - - - - 
NaCl 5M 8900 6260 4400 3080 2150 1490 1020 700 460 300 
H2O 
Adj 50 
ml - - - - - - - - - 
SDS 10% 10 - - - - - - - - - 
 
 
• Sortir la lame de sa chambre d’hybridation et la glisser dans le tampon de lavage 
préchauffé à 48°C dans le bain-marie. Laver à 48°C, pendant 20 minutes. Une 
augmentation du temps de lavage ou une température imprécise pourrait entraîner un 
détachement des sondes hybridées spécifiquement. 
• A l’aide d’une pince, sortir la lame du tampon de lavage et la rincer avec de l’eau distillée, 
afin d’enlever les sels et le SDS. 
• Laisser sécher la lame à la verticale, à température ambiante et à l’obscurité. 
 
 
Coloration DAPI : 
 
• Déposer sur chaque puit 10 µl d’un mélange composé de solution DAPI 0.001% et d’eau 
dans un rapport 1 : 9. 
• Incuber à température ambiante et à l’obscurité pendant 7 minutes. 
• Rincer la lame avec environ 2 ml d’eau distillée et la laisser sécher verticalement à 
température ambiante et à l’obscurité. 
 
Manipuler le colorant DAPI avec des GANTS. Le colorant DAPI pénètre dans les cellules et 
s’intercale à la double hélice d’ADN. C’est ainsi une substance MUTAGENE et 
CANCERIGENE. 
 
 
Microscopie à épifluorescence et comptage : 
 
• Dans le but de minimiser le "photobleaching" la préparation est montée avec du CitiFluor 
contenant un anti-oxydant non spécifié par le producteur. 
• Les cellules bactériennes fluorescentes sont comptées le long du diamètre du puit, ceci 
afin de couvrir une surface de comptage représentative de l’échantillon. 
• Compter au total 20 champs. 
• Chaque champ est compté 2 fois :  
 
o En premier : compter les cellules bactériennes positives pour la sonde utilisée. 
Longueur d’onde d’excitation du fluorochrome Cy3 : 552 nm, lumière verte. 
o En deuxième : compter les bactéries totales colorées au DAPI. 
Longueur d’onde d’excitation du DAPI : 365 nm, lumière UV. 
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Le signal fluorescent de la sonde décroît rapidement dès exposition à sa longueur d’onde 
d’excitation, il est de ce fait nécessaire de compter en premier lieu les cellules bactériennes 
positives pour la sonde et dans un deuxième temps les bactéries totales colorées au DAPI. 
 
 
 
Sondes utilisées et régions cibles sur le 16S ADNr : 
 
 
Sondes Spécificité Séquence 5’-3’ 
Site cible 
(position sur 
l’ARNr) 
% Fa 
Aer 66 Aeromonas sp. -CTA CTT TCC CGC TGC CGC- 16S ARNr (66-83) 35 % 
ACA Acinetobacter calcoaceticus. -ATC CTC TCC CAT ACT CTA- 16S ARNr (652-669) 35 % 
ACA new Acinetobacter sp. -ATC CTC TCC CAY ACT CTA- 16S ARNr (652-669) 35 % 
ACA comp Legionella sp. -ACC CTC TCC CAT ACT CGA- 16S ARNr 35 % 
LEG 434 Legionella sp. -CTC CTC CCC ACT GAA AGT- 16S ARNr 35 % 
LEG 705 Legionella sp. -CTG GTG TTC CTT CCG ATC- 16S ARNr (705-722) 20 % 
LEG pne 1 Legionella pneumophila serogroupe 1 -ATC TGA CCG TCC CAG GTT- 16S ARNr 20% 
 
 
 
Comptage des bactéries après hybridation cellulaire in situ : 
 
• Les cellules bactériennes positives, après hybridation, sont comptées le long du diamètre 
de chaque puit pour un totale de 40 champs visuels. 
• Pour chaque champ, on compte, tout d’abord, les bactéries positives pour la sonde 
oligonucléotidique marquée au fluorochrome et ensuite, sans déplacer la lame, on 
compte les bactéries colorées au DAPI avec le filtre approprié. 
• A partir de la moyenne de cellules positives par champ, on calcule le nombre de 
bactéries par millilitre en considérant le facteur F (voir équation) et les facteurs de 
concentrations ou de dilutions de l’échantillon (tableau ci-dessous). 
 
 
 
Sondes ml filtrés 
ml 
déposés 1 2 3 4 5 .. .. .. .. 40
Moyenne 
bact/champs Bact/ml 
AER 66               
ACAnew               
LEG434               
DAPI               
 
 
 
 
 
 
 
 
F =  Surface des puits 28.274 mm2
Surface grille 0.0151 mm2
= 1872.45 
Bactéries / ml = 
moyenne des bactéries par champ x 1872.45 
ml déposés 
X  
ml resuspendus 
ml filtrés 
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3. Extraction d’ADN en vue de la DGGE 
 
 
• Décongeler les boues activées de la phase biologique des stations d’épuration. Pour 
accélérer le dégel, mettre le tube Falcon contenant l’échantillon dans un peu d’eau froide 
et laisser tremper. 
 
• "Vortexer" l’échantillon pendant 1 minute. 
 
• Pipetter stérilement 1 ml de boues activées et le transférer dans un tube Eppendorf 
stérile "Safe Lock" de 2 ml.  
 
• Centrifuger l’échantillon à 14'000 rpm, pendant 5 minutes à 4°C. 
 
• Jeter le surnageant et ajouter dans le tube Eppendorf 1 g de billes de verre (Glass 
Beads) stériles de 1 mm de diamètre et 1000 µl de Lysis Buffer (Roche). 
 
• "Beat-Beating" : agiter 3 fois 30 secondes à vitesse élevée et à l’aide du beat-beating 
l’échantillon. Après chacune des agitations, refroidir l’échantillon sur glace pendant 30 
secondes.  
 
• Centrifuger l’échantillon à 14'000 rpm, pendant 3 minutes à 4°C. 
 
• Récupérer 350 µl de surnageant et le mettre dans les tubes prévus pour l’appareil 
MagNA Pure (Roche, MagNA Pure LC Instrument). 
 
• Extraction avec le MagNA Pure (Roche, MagNA Pure LC Instrument) :  
 
Programme : External Lysis 
Total Nucleic Acid 
350 µl of Sample 
100 µl Elution 
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4. PCR et nested-PCR en vue de la DGGE : amplification de l’ADNr 
codant pour le 16S ARNr 
 
 
PCR : 
 
Les réactions d’amplification sont effectuées dans un volume total de 50 µl utilisant le Taq 
PCR Master Mix de la QUIAGEN (2 fois concentré et conservé à 2-8°C). 
 
• Sous la hotte et dans le local prévu à cet effet, préparer le mix pour la réaction PCR en 
calculant une réaction en plus par rapport au total des échantillons : 
 
 
 µl pour 1 réaction 
Eau QUIAGEN 20 
QUIAGEN Master Mix 25 
Primer UniL 1.5 
Primer UniR 1.5 
Total 48 
 
 
Amorces Séquences 5’-3’ Cibles Références 
UniL - ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA - 16S ADNr bactérien (universel) 
Van de Peer et al., 
1996. 
UniR - ATG GTA CCG TGT TGA CGG GGC GGT GTA - 16S ADNr bactérien (universel) 
Van de Peer et al., 
1996.  
 
• Centrifuger brièvement ("shortspin") le mix PCR préparé. 
 
• Aliquoter 48 µl de mix dans chaque tube Eppendorf de 0.2 ml. 
 
• Dans le local prévu à cet effet, ajouter 2 µl d’échantillon d’ADN dans les tubes Eppendorf 
respectifs. Faire également un contrôle positif et négatif : contrôle négatif, ajouter 2 µl 
d’eau ultra pure déionisée stérile (Millipore) ; contrôle positif, ajouter 2 µl d’amplicon 4/29 
AP. 
 
• Fermer les tubes Eppendorf. 
 
• Charger les tubes Eppendorf dans le thermocycle et entamer le programme PCR : 
 
 
Cycles PCR Durée Température Nombres de cycles 
Dénaturation 5 min 94°C 1 cycle 
Dénaturation 1 min 94°C 
Hybridation 1 min 50°C 
Elongation 1 min 72°C 
35 cycles 
Elongation finale 7 min 72 1 cycle 
Conservation à l’infini 4°C  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
221
Visualisation des produits PCR : 
 
 
Préparation du Gel d’Agarose à 1.6 % : 
 
• Faire fondre au micro-onde 3.2 g d’Agarose dans 200 ml de TBE 1x (cf : annexe 
7.3).  
• Laisser refroidir.  
• Ajouter 2 µl de bromure d’éthidium (annexe 7.3) et mélanger (Travailler avec des 
GANTS, le bromure d’éthidium est CANCERIGENE). 
• Couler le gel et ajouter le peigne. 
• Laisser solidifier environ 20-30 minutes à température ambiante. 
• Immerger le gel dans le TBE 1x dans la cuve à électrophorèse (le gel doit être 
recouvert de tampon). 
• Enlever délicatement le peigne. 
 
 
Chargement du gel : 
 
• Charger le premier et éventuellement le dernier puit avec 10 µl de marqueur de Poids 
Moléculaire (annexe 7.3). Le poids moléculaire utilisé ici est de 50 pb. 
• Charger les puits avec 8 µl du produit PCR, mélangé préalablement avec 2 µl de 
"Loading Buffer" (annexe 7.2). 
 
 
Migration des produits PCR : 
 
• Faire migrer à 100-120 V durant environ ½ heures. 
• Eteindre la cuve à électrophorèse et sortir le gel (Travailler avec des GANTS). 
• Colorer éventuellement le gel dans un bain de bromure d’éthidium pendant 15 
minutes. 
• Laver le gel à l’eau courante pour enlever l’excès de bromure d’éthidium. 
• Observer et photographier le gel sous la lampe UV. 
 
 
 
Nested-PCR : 
 
 
• Sous la hotte et dans le local prévu à cet effet, préparer le mix pour la réaction de 
nested-PCR en calculant une réaction en plus par rapport au total des échantillons : 
 
 
 µl pour 1 réaction 
Eau QUIAGEN 21 
QUIAGEN Master Mix 25 
EUB 338-GC (10 µM) 1.5 
518 R (10 µM) 1.5 
Total 49 
 
 
Amorces Séquences 5’-3’ Cibles Références 
EUB-338 GC-
clamp-F - CGCC….GCT GCC TCC CGT AGG AGT - 16S ARNr (338-355) Amann et al., 1990 
518 R - ATT ACC GCG GCT GCT GG - 16S ARNr (534-516) Lane D.J. 1991 
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• Centrifuger brièvement ("shortspin") le mix PCR préparé. 
 
• Aliquoter 49 µl de mix dans chaque Eppendorf de 0.2 ml. 
 
• Dans le local prévu à cet effet, ajouter 1 µl d’échantillon d’ADN (voire 1 µl d’une dilution 
de l’amplicon 1 :10) dans les tubes Eppendorf respectifs. Faire le contrôle positif et 
négatif. 
 
• Fermer les tubes Eppendorf. 
 
• Charger les tubes Eppendorf dans le thermocycle et entamer le programme PCR : 
 
Cycles PCR Durée Température Incrémentation Nombre de cycles 
Dénaturation 5 min 94°C  1 cycle 
Dénaturation 1 min 94°C  
Hybridation 30 sec 65°C - 1°C  
Elongation 1 min 74°C  
10 cycles 
Dénaturation 1 min 94°C  
Hybridation 30 sec 55°C  
Elongation 1 min 74°C  
20 cycles 
Elongation finale 30 min 74°C   
Conservation à l’infini 4°C   
 
 
Visualisation des produits nested- PCR : 
 
Suivre le protocole décrit pour la visualisation des produits PCR (cf. p210). 
 
 
Purification des produits nested PCR : 
 
Le protocole suivi est celui édicté dans le kit de Purification directe des produits PCR 
(NucleoSpin® Extract II, Macherey –Nagel). 
 
 
Quantification de l’ADN : 
 
Solutions : 20x TE buffer (Molecular Probes); Pico Green (invitrogenTM Molecular ProbesTM). 
 
 
5µl d’ADN + 495µl de TE dilué 1:20 dans H2O MilliQ stérile filtrée + 500µl de Pico Green dilué 1:200 dans TE 
 
• Allumer le spectrophotomètre (modèle : TD-700, Fluorometer, Turner Designs). 
• Dégeler la solution stock de Pico Green à l’abri de la lumière.  
Le Pico Grenn est CANCERIGENE, travailler avec des GANTS. 
• Préparer la solution TE en fonction du nombre d’échantillons à quantifier. 
• Préparer la solution Pico Green en fonction du nombre d’échantillons à quantifier. 
• Dans une éprouvette en plastique stérile, mettre 5 µl d’ADN à amplifier, 495 µl de TE 
et 500 µl de solution Pico Green diluée dans TE. 
• Incuber 2 minutes à l’obscurité. 
• Verser le contenu de l’éprouvette dans la cuve (jetable) pour spectrophotomètre. 
• Lecture : noter la valeur donnée en ng/ml. 
• Multiplier la valeur obtenue par 0.2 pour obtenir la quantité d’ADN en ng/µl. 
 
 
 
 
223
5. DGGE (Electrophorèse sur gel en gradient de dénaturation) 
 
 
Préparation des solutions dénaturantes stock : 
 
Matériel : 
 
• Préparer une paillasse exclusivement pour la DGGE. 
• 2 Cylindres gradués de 100 ml et des poissons magnétiques à utiliser exclusivement 
pour la DGGE. 
• Papier essuie-main.  
• Pipette de 1000 µl. 
• 2 Becher en verre de 100 ml protégés de la lumière avec du papier aluminium. 
• Travailler impérativement avec des GANTS et une BLOUSE  !! 
 
 
Préparation des solutions stock : 
 
• Sous la hotte chimique, mélanger dans les cylindres gradués les composants dans 
l’ordre indiqué (cf. tableau). Le poisson magnétique sert à dissoudre l’urée. 
Conseil : Ajouter en premier l’urée, puis le Formamide, le tampon TAE 50x et un peu 
d’eau. Faire fondre l’urée en chauffant à moins de 50°C et sur agitateur magnétique. 
Ajouter l’acrylamide 40% et compléter avec l’eau ultra pure déionisée stérile (MilliQ), 
jusqu’à un volume de 100 ml. 
 
Concentration de dénaturant  
0% 25% 30% 40% 45% 55% 60% 100% 
Urée (O398) 0 g 10.5 g 12.6 g 16.8 g 18.9 g 23.1 g 25.2 g 42 g 
Formamide 0 ml 10 ml 12 ml 16 ml 18 ml 22 ml 24 ml 40 ml 
TAE Buffer 50x 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 
Acrylamide 40% 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml 
H2O MilliQ 
Adj 100 
ml 
Adj 100 
ml 
Adj 100 
ml 
Adj 100 
ml 
Adj 100 
ml 
Adj 100 
ml 
Adj 100 
ml 
Adj 100 
ml 
 
Attention : l’acrylamide est TOXIQUE et sensible à la lumière. Sortir la solution du frigo 
seulement au moment de son utilisation et travailler avec des GANTS. 
 
• Filtrer les solutions dans l’appareil à filtration contenant un filtre de papier Schleicher. 
• Dégazer pendant 10 minutes pour accélérer la prise du gel (répéter l’opération avant de 
conserver à 4°C). 
• Conserver les solutions stock à 4°C et à l’abri de la lumière. 
• Nettoyer les poissons magnétiques avec de l’éthanol et les réserver pour cet usage. 
 
 
Coulage du Gel : 
 
Préparation de l’appareillage : 
 
• Laver les deux plaques de verre (une est plus basse que l’autre) avec de l’eau et un peu 
de produit vaisselle, rincer. Après lavage, rincer à nouveau et soigneusement avec de 
l’eau déionisée et de l’alcool à 96%. Laisser sécher puis vaporiser un peu de produit 
dégraissant Gelplate Clean (QBiogen) et essuyer avec du papier absorbant en évitant de 
laisser des poussières sur les plaques de verre. 
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• Laver également les deux séparateurs en plastique qui servent à former l’espace entre 
les plaques, ainsi que les joints en mousse qui ferment le dessous des plaques. 
• Tourner le socle en plastique afin d’avoir l’espace contre soi. 
• Poser les deux séparateurs en plastique aux bords opposés de la grande plaque en 
verre et déposer la seconde plaque par-dessus. Veiller à ce que l’espace sur les 
séparateurs prévu pour déposer le peigne soit tourné vers l’intérieur des deux plaques en 
verre. 
• Fixer les plaques en verre avec les fixateurs sans trop serrer. 
• Déposer les joints en mousse sur le socle à l’emplacement prévu pour les plaques en 
verre. 
• Déposer les plaques en verre avec le fixateur sur le socle en plastique en faisant 
attention à ce que les plaques en verre ne glissent pas. 
• Affiner le réglage pour que les plaques soient le plus droit possible par rapport aux 
séparateurs. 
• Serrer les fixateurs sans forcer. 
• Retourner le socle afin d’avoir la petite plaque contre soi. 
• Ajouter le peigne (auparavant nettoyé à l’alcool). 
 
 
Préparation du Gel : 
 
• Connecter le mélangeur de gradient à la pompe péristaltique. 
• Verser de l’eau déionisée dans les deux compartiments du mélangeur de gradient. 
• Allumer la pompe péristaltique et rincer les tuyaux (en récupérant l’eau déionisée dans 
un récipient). 
• Préparer une solution de 10 % poids/poids d’Aps (ammonium persulfate) dans un 
Eppendorf (0.1 g Aps + 1 ml H2O). 
• Mettre l’aiguille de la pompe toute à droite entre les deux plaques en verre, la fixer avec 
du scotch. 
• Placer un barreau magnétique dans la chambre H (chambre de mélange) et mettre sous 
agitation. 
• Préparer deux Becher et mélanger rapidement SOUS LA HOTTE CHIMIQUE : 
 
 
 Becher A Becher B 
Solution dénat. High 20 ml  
Solution dénat. Low  20 ml 
TEMED (BioRad) 
(tetraméthyléthylène diamine) 75 µl 75 µl 
Aps (BioRad)  75 µl 75 µl 
 
 
Remarque : les vapeurs de TEMED sont extrêmement TOXIQUE il est donc recommandé de 
verser les 75 µl sous la hotte chimique. 
 
• Remplir les colonnes du mélangeur du gradient (High dans la chambre H et Low dans la 
chambre L). Les deux colonnes sont fermées (leviers à la verticale). 
• Ouvrir la chambre de mélange (levier à l’horizontal) et allumer la pompe péristaltique. 
• Lorsque le liquide est transporté de 3-4 cm dans le tuyau, ouvrir la chambre L. 
• Laisser couler le gel jusqu’en haut. 
• Lorsque le gel est coulé, rincer IMMEDIATEMENT les tuyaux avec de l’eau déionisée 
puis réajuster le peigne au centre.  
• Attendre une heure de polymérisation. Si on charge le gel le lendemain, recouvrir de 
papier humide et entourer de cellophane afin d’éviter que la gel ne sèche. 
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Charger le Gel : 
 
 
Préparation des échantillons : 
 
• Il faut charger la même quantité d’ADN pour chaque puits :  
- Pour des souches pures 100 à 200 ng. 
- Pour des ADN complexes : au moins 600 ng. 
 
• Utiliser le "Loading Buffer" et mélanger les composants suivants dans un tube 
Eppendorf : 
 
 
 Quantité 
Loading Buffer 5 µl 
ADN 15 µl 
Total 20 µl 
 
 
 
 
Chargement du Gel et Run : 
 
• Préparer 6 litres de TAE 1x (120 ml de TAE 50x + 5880 ml d’H20 déionisée) dans la cuve 
DGGE. 
• Préparer 1 litre de TAE 1x (20 ml de TAE 50x +980 ml d’H2O déionisée).  
• Retirer délicatement le peigne, puis mettre le gel sur le support (enfiler les fixateurs sur 
les encoches blanches et pousser jusqu’à ce qu’il se bloque). 
• Placer le support du gel dans la cuve qui est tournée avec le point noir devant et le point 
rouge derrière (la petite plaque est accolée à la moitié du support). 
• Si on n’a qu’un gel, ajouter de l’autre côté de la cuve, deux plaques en verre serrées 
sans les séparateurs. Là aussi, la petite plaque doit être accolée au milieu du support. 
• Mettre 1 litre de TAE 1x dans l’espace entre les deux jeux de plaques, jusqu’à la hauteur 
des embouts blancs (ceci afin de permettre la conductivité électrique). 
• Nettoyer délicatement les puits à l’aide d’une micropipette réglée sur 1000 µl. 
• Remettre le couvercle de la DGGE et régler l’appareil pour préchauffer le tampon. Régler 
la température de 2 à 3 °C supérieure à celle du run. Remarque : Ne JAMAIS enclencher 
l’appareil si la pompe n’est pas immergée dans le tampon de la cuve. 
• Attendre jusqu’à ce que le tampon soit préchauffé à la température voulue (1 heure 
environ). 
• Eteindre l’appareil et attendre 30 secondes SANS OUVRIR. 
• Soulever le couvercle et charger les échantillons (15 µl d’échantillon et 5 µl de "Loading 
Buffer"). Pour cela utiliser des pointes de micropipettes spéciales (plus longues) sans 
percer le fond des puits. 
• Remettre le couvercle et régler l’appareil à la bonne température. 
• Enclencher le voltage et vérifier qu’il soit constant (presser sur STE, puis VOLT et régler 
le voltage ; presser sur AMPERE et régler sur 140 mA ; HI voltage ; Oter SET ; START). 
Remarque : Régler le Voltage à 150 mV jusqu’à ce que les échantillons pénètrent dans le 
gel (environ 10 minutes), puis baisser le Voltage à 100 mV pour toute la durée de la 
migration. 
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Lecture du Gel : 
 
Coloration du Gel : 
 
• Préparer un bain de 0.01% de SYBR Green (300 ml de TAE 1x + 30 µl de SYBR Green). 
Remarque : Le SYBR Green est sensible à la lumière (surtout aux UV) et à la chaleur. 
Un bain peut servir à révéler 2 à 4 gel sur 24 heures. (Il est cependant possible de 
conserver cette solution plusieurs semaines à 4-5°C dans une bouteille bien fermée et 
recouverte d’aluminium). 
• Eteindre la DGGE, ATTENDRE 30 secondes et ensuite ouvrir le couvercle. 
• Sortir le gel de la cuve. 
• Sous la hotte DGGE, sortir le gel du support en appuyant sur les embouts noirs. 
• Poser les plaques sur un papier plastique de protection, la petite plaque de verre en 
dessous. 
• Enlever très délicatement les fixateurs et les séparateurs. 
• Décoller tout doucement les deux plaques de verre à l’aide d’une spatule. 
• Si possible, placer le gel sur la petite plaque dans le bain de SYBR Green pendant 20 à 
25 minutes, à l’abri de la lumière, dans une chambre froide (4-5°C) et sur un agitateur.  
Remarque : Il est également possible de colorer le gel à température ambiante. 
• En attendant, vider la cuve DGGE et la remplir avec de l’eau déionisée puis faire marcher 
la pompe pendant environ 10 minutes pour la laver. Nettoyer également le reste du 
matériel à l’eau déionisée. 
 
Attention : Le SYBR Green est MUTAGENE. Lorsque l’on fait la coloration des gels, à 
chaque fois que l’on touche la solution de SYBR green ou le gel, il faut impérativement 
CHANGER DE GANTS pour éviter de contaminer tout le laboratoire. 
 
 
 
Photo du Gel : 
 
• Nettoyer la chambre photographique avec de l’eau déionisée puis sécher avec du papier 
absorbant. 
• Faire glisser le plus délicatement possible le gel de la petite plaque de verre. Si besoin, 
ajouter un peu d’eau à l’aide d’une pissette. 
• Lorsque le gel est complètement sorti et à plat, le placer correctement (en le manipulant 
délicatement avec les deux mains posées à plat sur celui-ci). 
• Régler l’appareil photo de manière à ce que l’image soit la plus large et la plus nette 
possible. 
• Prendre si besoin plusieurs photos. 
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Résolution de certains problèmes : 
 
 
 
Problèmes couramment rencontrés Marche à suivre et Solutions 
Le gel fuit lorsqu’on le coule 
• Arrêter immédiatement la pompe, mettre de l’eau 
déionisée dans les deux chambres du mélangeur 
de gradients, enlever l’aiguille et la mettre dans un 
récipient, rallumer la pompe afin de purger le 
tuyau. Nettoyer la place de travail et le matériel 
contaminé afin qu’il ne reste plus de traces du gel 
(Produits Cancérigènes). 
• Les jeux de plaques doivent être assemblés le 
plus précisément possible. Vérifier que les 
plaques ne soient pas brisées par endroits, si le 
montage est correct : séparateurs et plaques 
doivent être alignés avec précision sur les côtés et 
sur le bas ne laissant aucun espace entre eux, les 
fixateurs ne doivent pas être endommagés, etc… 
 
Le gel polymérise avant qu’il ne soit 
entièrement coulé 
• Vérifier que le débit de la pompe est suffisant avec 
de l’eau déionisée. 
• Remettre au frigo l’Aps quelques minutes avant de 
le réutiliser. 
• Améliorer la vitesse d’exécution : avoir les 
produits prêts et savoir exactement ce que l’on va 
faire à chaque étape. 
Le mélangeur de gradient est bouché 
• Passer le mélangeur de gradient dans de l’eau 
chaude avec une forte pression. Lorsque le 
bouchon est enlevé, rincer le mélangeur à l’eau 
déionisée. 
Une bulle d’air apparaît lorsque l’on 
coule le gel 
• Tapoter avec le doigt sur une plaque pour que la 
bulle remonte 
Le gel ne polymérise pas même après 
une heure 
• Vérifier si les produits ne sont pas périmés. L’Aps 
peut parfois s’hydrater. 
 
L’espace entre les deux plaques n’est 
pas étanche 
• Enlever puis remettre les jeux de plaques. Si cela 
ne marche toujours pas, vérifier qu’il n’y ait pas 
d’espace entre les joints. 
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6. Intégrons de classe 1 
 
 
Extraction de l’ADN : 
 
• Faire croître sur milieu Agar au sang à 30°C, pendant 12-18 heures, la souche pure 
d’Aeromonas ou d’Acinetobacter à analyser.  
• Prendre 2 à 4 colonies de la souche et la mettre dans un Eppendorf "Safe Lock" 
contenant 500 µl d’eau stérile filtrée. 
• Faire bouillir 10 minutes au bain marie ou sur Thermoblock réglé à 100°C. 
• Centrifuger 10 minutes à 15'000 g. 
• Prendre 10 µl de surnageant et faire la PCR. 
 
 
PCR : 
 
• Mix PCR :  
 
Mix pour 1 Réaction 
Master mix 25 µl 
Primer 5’-CS (conc 10mM) 1.5 µl 
Primer 3’-CS (conc 10mM) 1.5 µl 
ADN 10 µl 
H2O 12 µl 
Total 50 µl 
 
 
Amorces Séquence 5`-3` Positions Références 
Amorce 5’-CS - GGC ATC CAA GCA GCA AGC - 4925-4942  segment 5’ conservé Recchia et Hall, 1997 
Amorce 3’-CS - TAG TCC AGT TCA GAC GAA - 8417-8436 segment 3’ conservé Recchia et Hall, 1997 
 
 
• Aliquoter 40 µl de mix dans chaque Eppendorf de 0.2 ml. 
 
• Dans le local prévu à cet effet, ajouter 10 µl d’échantillon d’ADN dans les tubes 
Eppendorf respectifs. Faire également le contrôle positif et négatif : contrôle négatif, 
ajouter 10 µl d’eau ultra pure déionisée stérile (Millipore) stérile; contrôle positif, ajouter 
10 µl d’ADN positif pour la présence d’intégrons de classe 1. 
 
• Fermer les tubes. 
 
• Charger les tubes Eppendorf dans le thermocycle et entamer le programme PCR suivant 
le tableau ci-dessous : 
 
 
Cycles PCR Durée Température Nombre de cycles 
Dénaturation 1 min 95°C 1 cycle 
Dénaturation 30 sec 95°C 1 cycle 
Hybridation 30 sec 55°C 30 cycles 
Elongation 1.5 min  72°C 1 cycle 
Elongation finale 7 min  72°C 1 cycle 
Conservation A l’infini 4°C  
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• Après la PCR faire un gel d’agarose de contrôle de 1.5 % dans du TBE 1x. 
 
• Charger le gel : 
 
• Faire migrer le gel d’électrophorèse à 80-100 V pendant 1h00 environ. 
 
• Colorer le gel dans une solution de bromure d’éthidium (0.5 à 1.0 µg/ml) pendant 10 
minutes environ puis laver avec de l’eau. Attention le bromure d’éthidium s’intercalant 
dans la double hélice d’ADN est CANCERIGENE, travailler avec des GANTS. 
 
• Observer le gel sous UV et le photographier. 
 
• Contrôler la longueur des bandes. 
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RÉSUMÉ 
 
Les résidus d’antibiotiques et les bactéries résistantes sont déversées en quantités variées dans l’environnement, 
en conséquence d’une utilisation massive et souvent indiscriminée de ces substances dans les domaines 
médicaux, vétérinaires et en agrochimie. Les eaux de surface sont le réceptacle majeur de ces polluants et 
représentent également les sources d’eau directement ou indirectement utilisées pour la consommation humaine 
et animale.  
L’objectif de ce travail de thèse, effectué dans le cadre du Programme National de Recherche 49 « Antibiotic 
Resistance », a été d’évaluer, à l’aide d’outils empruntés à la bactériologie classique et à la microbiologie 
moléculaire, le rôle des résidus d’antibiotiques présents dans l’environnement hydrique sur l’émergence et / ou la 
persistance de bactéries résistantes. 
La recherche a été concentrée sur trois genres bactériens pathogènes pour l’homme et l’animal, à savoir les 
Aeromonas, les Acinetobacter et les Legionella et trois familles d’antibiotiques, les bêta-lactames, les quinolones / 
fluoroquinolones et les macrolides, abondamment utilisées en médecine humaine.  
L’analyse phénotypique de la résistance dans les divers milieux hydriques a mis en évidence la présence de 
souches résistantes dans les eaux les plus contaminées. Des Aeromonas résistants aux quatre générations de 
céphalosporines ont pu être isolés des eaux usées des hôpitaux et des stations d’épuration, tandis que les 
souches d’origine clinique se sont avérées beaucoup plus sensibles. Au contraire, les Acinetobacter de 
l’environnement hydrique sont apparus moins résistants que ceux d’origine humaine. Pour les Legionella, les 
valeurs des CMI différaient en fonction du type génétique de la souche (Sequence-based Type) et non de 
l’origine. Une corrélation statistique significative entre concentrations de ciprofloxacine et souches résistantes 
isolées a pu être mise en évidence dans les eaux usées des hôpitaux.  
L’effet éventuel de faibles concentrations hydriques de ceftriaxone, de ciprofloxacine et d’érythromycine sur la 
sélection et l’induction d’Aeromonas, d’Acinetobacter et de Legionella résistants a été étudié in vitro et in situ, ce 
dernier, par l’utilisation d’un bio réacteur reproduisant la phase biologique d’épuration des eaux (boues activées). 
Dans certains cas, ces faibles concentrations d’inducteurs ont pu modifier, in vitro, le profil de résistance de 
souches d’Aeromonas et d’Acinetobacter. Dans d’autres cas, des concentrations supérieures d’antibiotiques ont 
été nécessaires pour induire une résistance. Les nouveaux profils induits restent stables dans le temps. 
Par la technique d’électrophorèse sur gel en gradient de dénaturation (DGGE) et par l’utilisation de sondes 
moléculaires fluorescente (FISH), les effets qualitatifs et quantitatifs des résidus d’antibiotiques ajoutés dans le 
bio réacteur sur les trois populations considérées et sur la communauté microbienne totale présentes dans les 
boues activées ont pu être évalués. Enfin, l’étude de la diffusion des intégrons de classe 1 chez les souches 
d’Aeromonas et d’Acinetobacter provenant des divers environnements hydriques a été effectuée et mise en 
relation avec leur lieux d’isolement. Certains gènes de résistance ont pu être déterminés par séquençage. 
 
ABSTRACT 
 
Antibiotic resistant bacteria and antibiotics are discharged in various amounts in the environment as a result of the 
increasing and often indiscriminate use of antibiotics in medical, veterinary and agricultural practices. Surface 
waters are the main receptacle for these pollutants and are the major source of water, directly or indirectly used 
for human and animal consumption. 
The aim of this study, carried out within the National Research Program 49 « Antibiotic Resistance », was to 
evaluate the role of residual antibiotic compounds in water on emergence and persistence of resistant bacteria.  
Research was focused on three bacterial genera, Aeromonas, Acinetobacter, and Legionella, largely diffused in 
the aquatic environment and showing pathogenic properties towards human beings and animals, and three 
antibiotic families (beta-lactams, quinolones / fluoroquinolones and macrolides) mainly used in human medicine. 
Phenotypic resistance analysis in various aquatic environments has highlighted the presence of resistant stains in 
the most contaminated waters. Aeromonas resistant to the fourth cephalosporins generations could be isolated 
from hospital waste waters and from waste water treatment plants, while clinical strains proved to be more 
susceptible. On the contrary, environmental Acinetobacter were more susceptible than those of clinical origin. For 
Legionella strains, MIC values were different according to the genetic type (Sequence-based Type) and not 
according to the origin. A significant correlation between concentrations of antibiotic compounds measured and 
resistant Aeromonas and Acinetobacter strains was highlighted in hospital waste waters. 
The possible effect of residual aquatic amounts of ceftriaxone, ciprofloxacin and erythromycin on selection and 
induction of resistant Aeromonas, Acinetobacter and Legionella were studied in vitro and in situ. For in situ 
studies, a laboratory scale model of the activated sludge phase of a waste water treatment plant was used. In 
some experiments in vitro, the weak concentrations of antibiotics found in environment were sufficient to modify 
the resistant pattern of Aeromonas and Acinetobacter strains. In others, only higher concentrations could induce a 
resistant phenotype. The newly induced resistances remain stable in time. The qualitative and quantitative effects 
of antibiotic compounds on the three bacterial populations and on the total microbial community of activated 
sludge were evaluated in situ (laboratory scale model) by means of denaturing gradient gel electrophoresis 
(DGGE) and fluorescent oligonucleotide molecular probes (FISH). 
Finally, the diffusion of class 1 integrons in Aeromonas and Acinetobacter strains isolated from various aquatic 
environments were evaluated and correlated with their origin. Some resistant genes could be determined by 
sequencing. 
 
